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INTRODUCTION GENERALE

Nos connaissances au sujet de I’impact des lipides alimentaires sur la santé humaine ont
considérablement évolué ces dernieres années. Il est genéralement recommande de privilégier
un régime pauvre en matiere grasse saturée et en cholestérol. En effet, les aliments riches en
acides gras saturés (AGS) et en acide gras trans-octadécénoique (trans-C18:1) favorisent les
maladies cardiovasculaires par leurs effets athérogéenes (William, 2000 ; Semma, 2002), alors
que des travaux expérimentaux et épidémiologiques suggerent que la consommation réguliere
d’acides gras polyinsaturées (AGPI) de la famille des oméga-3 (cc-linolénique C18:3,
éicosapentaénoique EPA, docosahexaénoique DHA) serait associée a des effets
cardiovasculaires bénéfiques.

Parmi les denrées alimentaires, le lait et les produits laitiers jouent un réle fondamental dans
I’alimentation humaine. La matiére grasse du lait a longtemps souffert d'une mauvaise image,
parce gqu’elle contient beaucoup d’AGS, et parce qu’elle est généralement pauvre en AGPI,
avec moins de 1% de C18:3 (Kennelly, 1996). Elle a donc été assimilée a une matiére grasse
saturée néfaste pour I’organisme. Or, le profil des acides gras (AG) du lait peut étre modifié
par I’alimentation des animaux. Ainsi, I’utilisation de graines de lin (riche en C18:3) dans
I’alimentation animale augmente modérément la teneur du lait en C18:3 mais abaisse aussi la
proportion des AGS (Petit et al., 2004).

La biohydrogénation ruminale des AGPI est le principal obstacle a I’enrichissement du lait en
AGPI. Or des traitements thermiques, dont I’extrusion, semblent protéger les graines
oléagineuses de I’action des micro-organismes ruminaux (Chouinard et al., 1997a).

Cette etude a pour objectif d’essayer d’améliorer les qualités diététiques de la matiere grasse
du lait de vache, en tentant d’augmenter la proportion de C18:3, chef de file de la famille des
oméga-3, et de réduire la part des AGS dans la matiére grasse du lait, par I’utilisation de
graines de lin dans la ration des vaches. Les graines de lin ont été retenues comme source de
matiére grasse car elles sont riches en C18:3. Cette étude a également pour but d’approfondir
nos connaissances sur la biohydrogénation de C18:3 et de ses intermédiaires réactionnels, et
de déterminer I’effet du traitement thermique des graines de lin sur ces variables. A cette fin,
les proportions des différents AG et isomeéres trans-C18:1 ont été déterminées dans les
contenus digestifs, dans le plasma et dans le lait de vache.

Cette étude se divise en deux parties, une partie bibliographique et une partie expérimentale.

Nous avons résumé dans la premiére partie les travaux concernant les propriétés diététiques
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des AG en général et de C18:3 plus spécifiqguement, la biohydrogénation ruminale de C18:3 et
ses intermédiaires, les traitements des graines oléagineuses permettant de limiter
I’hydrogénation ruminale des AGPI, la digestion post ruminale et le métabolisme mammaire
des AG.

La partie expérimentale commence par une présentation détaillée des matériels et des
méthodes utilisés dans nos expériences, le facteur étudié étant le traitement thermique des
graines de lin : conditionnement ou extrusion en comparaison avec des graines de lin crues. La
premiere partie présente une expérience in vitro réalisée afin d’avoir une premiere idée sur
I’effet des traitements des graines de lin avant de les tester in vivo. Dans la deuxiéme partie,
les résultats obtenus in vitro ont été vérifiés in situ et in vivo (dans les contenus ruminal et
duodénal) sur des vaches taries porteuses de fistules ruminale et duodénale (ultérieurement
qualifiées de vaches fistulées pour simplifier). Dans la derniere partie, nous avons retenu le
traitement par extrusion pour comparer les graines extrudées avec des graines de lin crues dans
un essai en lot sur des vaches en lactation, afin de vérifier I’effet réel de ce traitement sur la

teneur en C18:3 et ses principaux intermédiaires de biohydrogénation dans le lait.
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1. SOURCES DE LIPIDES EN ALIMENTATION ANIMALE ET IMPACT
DES MATIERES GRASSES D’ORIGINE ANIMALE SUR LA SANTE
HUMAINE

1.1. Rappels biochimiques

Les AG se composent d’une chaine hydrogénocarbonée terminée d'un c6té par un groupement
méthyl (CHj3) et de l'autre par un groupement carboxylate COO". Les AG sont nommes d’apres
le nombre total d'atomes de carbones qu’ils posseédent (Clarenburg, 1992). Les AG sont saturés
ou insaturés. Les acides gras insaturés (AGI) contiennent une (AG mono-insaturés AGMI) ou
plusieurs (AGPI) doubles liaisons puis peuvent avoir une configuration cis ou trans. Avec une
configuration cis les deux atomes d’hydrogene sont du méme cété de la double liaison, au
contraire de la configuration trans ou les deux atomes d’hydrogéne sont sur des cOtés opposés
(Semma, 2002). Selon la commission internationale de nomenclature biochimique, la position
de la premiére double liaison est déterminée en partant de I’extrémité
carboxylique (nomenclature delta) (Cuvelier et al., 2004). Il existe une deuxiéme
nomenclature, nomenclature oméga, fondée sur la position de la premiére double liaison a
partir de I’extrémité méthyle ; cette nomenclature est la plus utilisée en biologie (Cuvelier et
al., 2004). Ainsi, I’acide linoleique (C18:2) ayant une premiére double liaison sur le carbone 6
en partant de I’extrémité méthyle, appartient a la famille oméga-6, et C18:3 I’ayant sur le
carbone 3, appartient a la famille oméga-3. La nomenclature oméga spécifie la famille
biologique de I’AG.

Les enzymes de mammiferes ne peuvent pas désaturer les AG entre I’extrémité méthyle et le
carbone 9. Par conséquent, les AGPI (C18:2 et C18:3), qui jouent des rdles physiologiques
importants dans I’organisme proviennent forcément de la ration (Clarenburg, 1992). Une fois
absorbés, C18:2 et C18:3 peuvent étre métabolisés par des réactions de désaturations et
d’élongations successives, en dérivés actifs plus longs et plus insaturés (Figure 1). Les
principaux AGPI longs ainsi formés sont I'acide arachidonique (AA) pour la famille oméga-6,
et EPA et DHA pour la famille omega-3 (William, 2002).

Compte tenu du réle important de EPA et DHA dans I’organisme des mammiferes, la
transformation de C18:3 en ces AG a été étudiée. En général, la conversion de C18:3 en EPA
et DHA est lente (William, 2000 ; Deaville et al., 2004), et peut étre déprimée lorsque le repas
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contient une quantité élevee de C18:2, car ces deux AG sont en compétition pour la A-6

désaturase (William, 2000).

a-linolénique ou 9,12,15-C18:3 Linoléique ou 9,12-C18:2
¢ A6-désaturase ¢ A6-désaturase
6,9,12,15-C18:4 y-linolénique 6,9,12-C18:3
$ Elongation ¢ Elongation
8,11,14,17-C20:4 8,11,14-C20:3
¢ A5-désaturase ¢ A5-désaturase
EPA 5,8,11,14,17-C20:5 AA 5,8,11,14-C20:4
¢ Elongation ¢ Elongation
7,10,13,16,19-C22:5 7,10,13,16-C22:4
¢ Elongation ¢ Elongation
9,12,15,18,21-C24:5 9,12,15,18,-C24:4
¢ AB-désaturase ¢ A6-désaturase
8,9,12,15,18,21-C24:6 6,9,12,15,18-C24:5
¢ Oxydation Oxydation
DHA 4,7,10,13,16,19-C22:6 4,7,10,13,16-C22:5

Figure 1. Conversion des AG C18:2 et C18:3 en AGPI a longue chaine (Williams, 2000).

1.2. Sources de lipides dans la ration des ruminants

1.2.1. Sources non spécifiques

Les aliments riches en lipides ne font pas partie du régime habituel des ruminants. Une ration
pour vaches en lactation contient en moyenne 3% de matiere grasse, majoritairement sous
forme de glycolipides et des phospholipides, ceux-ci constituant environ 95% des lipides des
feuilles. L'acide gras dominant est C18:3 qui représente entre 55 et 65% des AG de I’herbe
(Bauchart et al., 1985 ; Harfoot et Hazlewood, 1988).

L’ensilage d’herbe a généralement la méme quantité d’AG totaux et de C18:3 que I’herbe
fraiche mais le foin a une teneur plus faible en AG totaux (1%) et en C18:3 (17% des AG)
(Doreau et Poncet, 2000).
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Des sources spécifiques de lipides d’origine animale ou végétale peuvent étre ajoutées a la

ration.

1.2.2. Sources spécifiques

1.2.2.1. Les sources spécifiques de lipides animaux

Les matieres grasses provenant d'animaux terrestres sont sous forme de graisse, par exemple le
suif et le saindoux, et elles contiennent surtout des AGS et des AGMI a 16 et 18 carbones. Les
lipides d'animaux aquatiques sont sous forme d’huiles et sont riches en AGPI longs (Chilliard,
1993).

1.2.2.2. Les sources spécifiques de lipides vegétaux

Les graines oléagineuses et les huiles végétales ont des proportions élevées d’AGMI et
d’AGPI, et les graisses (coprah, palmiste) issues des fruits de palmiers sont riches en AGS.
Dans les céréales, les graines oléoprotéagineuses et les tourteaux, les triglycérides représentent
environ 98% des lipides totaux et ils sont composés a 95% d’AG (Bauchart et al., 1985). Les
céréales et les graines protéagineuses ont des teneurs en matiére grasse généralement faibles
excepté le mais qui en contient 4,5% et les lupins 8%. Leurs compositions en AG sont voisines
et caractérisees par un pourcentage élevé de C18:2, 50% au moins, et un pourcentage faible
d’AGS, 20% au plus, principalement de I’acide palmitique (C16:0) (Bauchart et al., 1985 ;
Morand-Fehr et Tran, 2001).

Les graines oléagineuses contiennent surtout du C18:2 et de I’acide oléique (cis-9C18:1), leur
composition en AG est caractéristique de I’espece végétale (Morand-Fehr et Tran, 2001). Par
exemple: les graines de colza sont riches en cis-9C18:1, et celles de soja en C18:2. Les graines
de lin contiennent majoritairement du C18:3, qui représente environ 57% des AG totaux
(Palmquist et Jenkins, 1980 ; Morand-Fehr et Tran, 2001).

Les graines oléagineuses peuvent étre ajoutées a la ration des animaux, sous forme crue ou

apres traitement thermique, cet aspect sera detaillé dans le texte (2.1.4.2).

1.3. Nature des matieres grasses et qualite dietétique des produits pour

I’homme

Intégrer des lipides dans une ration pour vaches laitiéres peut modifier le profil des AG du lait,

comme il sera détaillée dans un paragraphe suivant (3.2.3). Les connaissances accumulées au
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cours de la deuxiéme moitié du siécle dernier au propos des effets potentiels de la matiere
grasse sur la santé humaine (effets négatifs ou positifs) ont permis de classer les aliments en
mauvais ou bons pour la santé, selon la nature de la matiére grasse qu'ils contiennent. Les
produits laitiers et la viande sont dans ce cadre plutdt de mauvais aliments. Mais I’alimentation
des animaux peut modifier la teneur et la composition de la matiére grasse de ces produits,
notamment en augmentant leur teneur en certains AG ayant des propriétés spécifiques
positives sur la santé humaine. Elle peut étre aussi utilisée pour améliorer ces produits et

changer leur image aupres des consommateurs.

1.3.1. Effets des AG sur la santé humaine

Certains AG pourraient posséder des propriétés négatives ou positives sur la santé. Dans ce
texte nous aborderons succinctement les effets des principaux AG du lait, et plus
specifiquement ceux des AG oméga-3.

L'acide butyrique (C4:0), uniquement présent dans le lait de ruminants, a des propriétés
anticarcinogéniques intéressantes. Cet acide est un inducteur efficace de la différentiation des
cellules leucémiques dont il ralentit la prolifération, et il induit des changements
morphologiques des cellules de carcinomes du sein chez la femme (Abe et Kufe, 1984). Chez
le rat, l'acide butyrique empéche le développement de carcinome mammaire (revue dans
Parodi, 1999).

Les AG qui augmentent les concentrations plasmatiques en cholestérol total et en LDL-
cholestérol ou « mauvais » cholestérol (les LDL sont des lipoprotéines impliquées dans le
transport du cholestérol d'origine exogene et endogene vers les tissus extra-hépatiques) sont
les acides laurique (C12:0), myristique (C14:0) et palmitique (C16:0); ils sont donc des
facteurs favorisant le risque de maladies cardiovasculaires (revue dans Williams, 2000). En
revanche, l'acide stéarique semble étre efficace en abaissant la concentration du cholestérol
plasmatique quand il remplace I'acide palmitique dans le régime (Bonanome et Grundy, 1988).
L’acide oléique (cis-9C18:1) diminue la cholestérolémie, mais cet effet reste inférieur a I’effet
des AGPI. Le remplacement des AGS par du cis-9C18:1 dans I’alimentation réduit la
cholestérolémie chez I’homme (Williams et al., 1999). Au contraire, les trans-C18:1 semblent
plutdt favoriser les maladies cardiovasculaires (Semma, 2002). Ces acides gras n’augment pas
seulement le LDL cholestérol mais aussi diminuent le HDL cholestérol (Mensink et Katan,
1990). Homler (1998) a passé en revue des études sur le métabolisme des trans-C18:1, dont la
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plupart comparaient le cis-9C18:1 aux trans-C18:1. Dans ces études le trans-C18:1 étudié a en
général été le trans-9C18:1, et les résultats obtenus ont été extrapolés a I'ensemble des trans-
C18:1. Cependant, la position de la double liaison est trés importante en ce qui concerne I’effet
biologique de ces isomeres, et donc les effets générés par le trans-9C18:1 ne peuvent pas
forcément étre extrapolés a tous les trans-C18:1 (Bauman, 2004). Dans les produits des
ruminants I’acide trans-vaccénique (trans-11C18:1) est I’isomere principal des trans-C18:1
(Precht et Molkentin, 1996). Hodgson et al. (1996) ont montré que I’ingestion de trans-
10C18 :1 et trans-9C18:1 (mais pas de trans-11C18:1) est positivement liée avec les maladies
cardiovasculaires.

Le C18:2 (chef de file de la famille oméga-6) est indispensable a la synthese de AA (Figure 1),
présent principalement dans les phospholipides des membranes cellulaires et précurseur des
eicosanoides (Klarenburg, 1992). L’isomeére conjugué de C18:2, ou CLA (Acide Linoléique
Conjugué, cis-9,trans-11C18:2) a largement attiré I’attention ces derniéres années par sa
propriété  anti-cancérogéne, mais  aussi  anti-athérogéne,  anti-lipogénique et
immunomodulatrice (Parodi, 1999).

Le C18:3 (chef de file de la famille oméga-3) a également des effets bénéfiques sur la santé
humaine. Les études épidémiologiques et les expériences avec intervention nutritionnelle
suggerent que C18:3 est un agent cardio-protecteur majeur (De Lorgeril et Salen, 2004).
L’étude de Lyon, qui a évalue le bénéfice d’un régime méditerranéen riche en C18:3 chez des
patients coronariens, a montré que la morbidité et la mortalité cardiovasculaires ont éte
abaissees suite a I’administration de produits enrichis en C18:3 (De Lorgeril et al., 1999). Elle
a eté confirmeée par I’étude de Singh et al. (2002). L’apport nutritionnel bénéfique de C18:3
semble étre d’environ 2 g/j (De Lorgeril et Salen, 2004). La recommandation d’apport a été
fixée a 2 g/j chez I’homme adulte et 1,6 g/j chez la femme adulte (AFSSA, 2003).

Klein et al. (2000) ont étudié la relation entre le cancer du sein et le profil des AG dans le
tissu adipeux du sein. Ils ont trouvé une relation inverse entre la concentration en C18:3 dans
le tissu adipeux du sein et la présence de tumeurs cancéreuses. Par contre, ils n'ont trouvé
aucune association entre les autres AG (AGS, AGMI, ou AGPI) et cette maladie. Toutefois, le
cis-9,trans-11C18:2 n’était pas considéré dans cette étude. En outre, C18:3 est capable de
soigner le diabete induit chimiquement chez I’animal (Suresh et Das, 2003).

Un effet important des isomeres conjugués de C18:3, ou CLN (Acides Linoléniques
Conjugués), a été demontré contre la leucémie (Suzuki et al., 2001) et contre le cancer du
cblon (Kohno et al., 2004), mais avec des isomeéres présents naturellement dans les graines de

certaines plantes (Kohno-Murase et al.,, 2004), et n’incluant pas les isomeres cis-
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9,trans11,cis15C18:3 et trans-9,trans-11,cis15C18:3 connus pour étre présents dans le lait
(Plourde, 2005). Un mélange de CLN obtenu par traitement chimique de C18:3 a montré des
effets cytotoxiques contre les cellules de cancers (colorectal, hépatique, des poumons, sein et
estomac) humains, les effets étaient plus importants que ceux de I’acide linoléique conjugué
(lgarashi et Miyazawa, 2000). D’autre part, la masse grasse corporelle chez les femelles des
rats a été significativement diminuée lorsque le régime contenait du cis-9, trans-11,cis-
15C18:3 et du cis-9, trans-13,cis-15C18:3, cet effet était plus important que celui obtenu avec
I’acide cis-9,trans-11C18:2 (Plourde, 2005).

De méme, AA, EPA et DHA participent a de nombreuses fonctions au sein de I’organisme :
fluidité membranaire, activités enzymatiques des membranes et synthese des eicosanoides.
Ainsi, la consommation d’un lait enrichi en EPA et DHA (par addition dans le lait) a
significativement abaissé les concentrations sanguines en cholestérol total et en LDL-
cholestérol, ayant ainsi un effet protecteur contre le risque de maladies cardiovasculaires (Baro
et al., 2003). Par ailleurs, certaines maladies neurodégénératives, telles que les maladies de
Parkinson et d’Alzheimer, s’accompagnent d’une perte d’AGPI au niveau des membranes
cellulaires des cellules cérebrales. Ainsi, un régime apportant une quantité suffisante d'AG
omega-3 sans exces d'/AG oméga-6, qui peuvent limiter la transformation de C18:3 en EPA et
DHA, pourrait retarder I’apparition de ces maladies, voire engendrer une régression des
symptdmes cérébraux observés (Youdim et al., 2000). L’agence francaise de sécurité sanitaire
des aliments (AFSSA) a fixé la limite maximale d’apport en EPA et DHA a environ 2 g/jour.
Cette valeur n’est pas considérée comme une limite de sécurité pour les EPA et DHA, au-dela
de laquelle il y aurait un risque, mais illustre le fait qu’il n’existe pas d’intérét nutritionnel
démontré a préconiser un apport quotidien supérieur a cette valeur (AFSSA, 2003). Aucune
limite maximale d’apport en C18:3 n’a par contre été proposée.

Les étres humains ont évolué avec un régime alimentaire composé de viande maigre, de
poisson, des végétaux verts et de fruits dans lequel le rapport oméga-6/oméga-3 était environ
égal a 1, tandis que dans les pays occidentaux le rapport est maintenant de 15/1 a 16,7/1
(Simopoulos, 2002). Or les eicosanoides issus de AA ont des propriétés opposées a celles des
eicosanoides issus de EPA. Cette augmentation de l'ingestion d'’AG oméga-6 par rapport a
celle d’AG oméga-3, perturbe I'équilibre physiologique et conduit a un état prothrombotique et
proinflammatoire. Le rapport optimal oméga-6/oméga-3 se situe entre 1/1 et 4/1 (Simopoulos,
2002). Dans le cadre du régime alimentaire global, il est recommandé que les apports en C18:2
soient équivalents a environ 5 fois ceux en C18:3; ce ratio s’applique aux précurseurs des AG
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des deux familles et non aux dérivés a longue chaine (EPA et DHA), en raison de I’incertitude

sur les apports conseillés en EPA lorsque I’apport en ALA est optimal (AFSSA, 2003).

1.3.2. Application aux produits laitiers

La matiére grasse du lait de vache contient environ 5% d'AGPI, 70% d'AGS, et 25% d’AGMI.
Or, une matiere grasse pour I’alimentation humaine devrait contenir 10% d’AGPI, 8% d’AGS
et 82% d’AGMI (Grummer, 1991). Mais ces proportions sont impossibles a obtenir en
pratique.

La consommation de lait et de beurre a été associée a un risque plus élevé de maladies
cardiovasculaires dans différents pays, ceci étant lié a un effet hypercholestérolémiant de la
matiere grasse des produits laitiers (Noakes et al., 1996). Mais la consommation de produits
laitiers a teneur réduite en AGS et a teneur élevée en AGPI permet de réduire la teneur
plasmatique en cholestérol de 4,3 % par rapport a celle obtenue avec des produits laitiers
classiques, et la quasi-totalité de la diminution porte sur le LDL-cholestérol (Noakes et al.,
1996).

L’une des sources principales d’oméga-3 en alimentation animale est la graine de lin, riche en
C18:3. La consommation de produits (lait, viande et ceufs) issus d'animaux consommant des
graines de lin extrudées fait augmenter la proportion de C18:3 dans le plasma de 0,44 a 0,93%
des AG totaux et diminue le rapport omega-6/oméga-3 (Weill et al., 2002). Or, I’augmentation
de la concentration de C18:3 dans le plasma et dans le tissu adipeux des consommateurs, a un
effet bénéfique sur leur santé (Klein et al.,2000 ; Suresh et Das, 2003).
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2. UTILISATION DIGESTIVE ET METABOLIQUE DES MATIERES
GRASSES CHEZ LES RUMINANTS

2.1. Digestion ruminale des lipides alimentaires

Les lipides consommes par les ruminants sont en général sous forme estérifiée, soit sous forme
de triglycérides dans les aliments concentrés, soit sous forme de glycolipides et de
phospholipides dans les fourrages verts, soit sous une forme spécifiqgue comme les savons
d'AG dans certains produits commerciaux.

Deux processus majeurs ont lieu dans le rumen, qui ont des conséquences majeures sur les
composants lipidiques ingérés, leur composition et leur distribution dans le contenu duodénal
et leur métabolisme ultérieur dans I’intestin. Ces deux processus sont la lipolyse des lipides

alimentaires et la biohydrogénation de leurs AG insaturés.

2.1.1. Hydrolyse des triglycérides et des glycolipides

L’hydrolyse des triglycérides, des galactolipides et des phospholipides alimentaires est
effectuée par les microbes dans le rumen. Cette hydrolyse est rapide, car les fractions
lipidiques dominantes dans le duodénum sont des AG libres (Hawke et Silcock, 1970 ;
Dawson et al., 1974). L’hydrolyse de lipides peut changer considérablement avec la quantité et
la source des lipides ajoutés a la ration. Beam et al. (2000) ont trouvé in vitro que la vitesse de
lipolyse de I’huile de soja baissait de 41,4%/h a 22,6%/h quand la quantité d’huile ajouté
augmentait de 2% a 10%. D’autre part la vitesse de lipolyse obtenue avec 10% d’huile de soja

était plus élevée que celle obtenue avec 10% de suif (Beam et al., 2000).

2.1.2. Biohydrogénation des AG insaturés

2.1.2.1. Voies biochimiques
Apres avoir été libérés, les AGI subissent dans le rumen un processus de biohydrogénation.

Les bactéries sont les principales responsables de la biohydrogénation des AGI (Harfoot et
Hazlewood, 1988), realisée dans le rumen et a un moindre degré dans I’intestin (Ward et al.,
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1964 ; Harfoot et Hazlewood, 1988). En effet, la biohydrogénation de C18:2 est négligeable
quand il est incubé avec des holotriches seules(Girard et Hawke, 1978).

La biohydrogénation est rapide a condition que le pH soit supérieur a 6 (Van Nevel et
Demeyer, 1996).

La voie décrite par Harfoot et Hazlewood (1988) pour la biohydrogénation de C18:3 (Figure
2), implique le changement de position de la double liaison de A12 en All, formant le cis-
9,trans-11,cis-15 octadécatriénoique. L'isomere triene conjugué est ensuite hydrogéné en
isomere diene non conjugué trans-11,cis-15C18:2, a son tour étre hydrogéné en trans-
11C18:1, cis-15C18:1 ou trans-15C18:1. Seul le trans-11C18:1 sera hydrogéné en C18:0. La
biohydrogénation compléte de C18:3 en C18:0 implique deux groupes de bactéries : le groupe
A, compose de bactéries capables d’hydrogéner les AGPI en trans-11C18:1 et le groupe B qui
hydrogene le trans-11C18:1 en C18:0 ; la plupart des bactéries isolées du rumen des cing
différents moutons appartiennent au groupe A (Kemp et Lander, 1984). Harfoot et Hazlewood
(1988) ont suggéré que la biohydrogénation compléte de C18:3 en C18:0 nécessitait la
présence de bactéries appartenant a ces deux groupes. Malgré qu’il reste principale, plusieurs
constations ont évoqué des améliorations sur la voie présenté sur le figure 2.

La souche Butyrvibrio hungatie Su6, hydrogéne C18:3 jusqu’au C18:0 (Van de Vossenberg et
Joblin, 2003). Or, Butyrvibrio est classés dans le groupe A, incapable d’hydrogéner
complétement C18:3 en C18:0 d’apres Harfoot et Hazlewood (1988). Ces derniers travaux
remettent donc en question la classification en groupes A et B.

Les travaux expérimentaux menés in vivo, ont démontré que plusieurs isomeres C18:3 sont
produits au cours de la biohydrogénation. Dans une ration supplémentée avec de I’huile de lin,
le cis-9,cis-12,cis-15C18:3 était le seul isomere C18:3 présent dans la ration, alors que dans le
contenu duodénal les isoméres non conjugues cis-9,trans-12,cis-15C18:3, cis-9,trans-12,trans-
15C18:3 et trans-9,trans-12,trans-15C18:3 ont été trouvés (Loor et al., 2004). Kishino et al.
(2003) ont signalé la formation de deux isomeéres C18:3 conjugués (cis-9,transll,cis-
15C18:3 et trans-9,trans-11,cis-15C18:3) lors d’incubations in vitro de C18:3 avec des
Lactobacillus plantarum. Certes, Lactobacillus plantarum est une bactérie lactique existant
dans I’ensilage, mais elle peut survivre dans le jus de rumen in vitro (Weinberg et al., 2003), et
pourrait donc avoir des caractéristiques communes avec les bactéries ruminales.

L'acide trans-11,cis-15C18:2 est le diene intermédiaire principal dans la biohydrogénation de
C18:3 (Body, 1976). Mais d'autres isomeéres ont éte décrits : trans-10,cis-15C18:2 lors

d’incubations in vitro de C18:3 avec des Lactobacillus plantarum (Kishino et al., 2003),
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cis-9,cis-12,cis-15C18:3
¢ isomérisation (groupe A et groupe B)
cis-9, trans-11, cis-15C18:3
i hydrogénation (groupe A et groupe B)

trans-11,cis-15C18 :2

!

(groupe A) l l (groupe B)
trans-15C18:1 et cis-15C18:1 trans-11C18:1
L’hydrogénation s’arréte ici l (groupe B)
C18:0

Figure 2. Biohydrogénation de C18:3 par les bactéries du rumen (d’aprés Harfoot et
Hazlewood, 1988).

cis-9,trans-13C18:2 et trans-11,cis-13C18:2 dans le contenu duodénal de vaches consommant
une ration supplémentée avec de I’huile de lin (Loor et al., 2004 ; Loor et al., 2005). Ces
dienes sont rapidement hydrogénés en acides octadécénoiques (C18:1) (Harfoot et Hazlewood,
1988).

La transformation finale des isomeres C18:1, résultant de I'nydrogénation des AGPI, en C18:0
est lente (Kellens et al., 1986), et de ce fait, ils s’accumulent dans le rumen au détriment de
C18:0 (Gerson et al., 1985). Les trois quarts des C18:1 ruminaux sont des trans-C18 :1, parmi
lesquels le trans-11C18:1 est majoritaire (Katz et Keeney, 1966). Ce résultat a été confirmé
plus tard par Bickerstaffe et al. (1972) : cis-9C18:1 est I’isomére principale de C18:1 dans la
ration, alors que la configuration majeure (80-85%) des isomeres C18:1 atteignant le
duodénum est trans, le trans-11C18:1 étant majoritaire. Ward et al. (1964) ont montré in vitro
que le trans-13C18:1 et le trans-14C18:1 sont les isomeres C18:1 principaux de la

biohydrogénation de C18:3 par les bactéries ruminales. Des résultats in vivo récents
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confirment que les isoméres trans-13C18:1 et trans-14C18:1 sont des intermédiaires
importants dans la biohydrogénation de C18:3 (Loor et al., 2004).

La biohydrogénation de C18:2 commence par une isomérisation en cis-9,trans-11C18:2, qui
est ensuite hydrogéné en trans-11C18:1 et finalement en C18:0 (Harfoot et Hazlewood, 1988).
Cependant, les rations riches en concentres et en C18:2 (addition d’huile végétale) favorisent
une accumulation de trans-10C18:1 (Griinari et al., 1998). Ces constatations ont permis a
Griinarii et Bauman (1999) de proposer une autre voie possible de biohydrogénation de C18:2:
sous certaines conditions, C18:2 est isomérisé en trans-10,cis-12C18:2, I’hydrogénation de cet
isomére donnant le trans-10C18:1, lui-méme transformé finalement en C18:0. Kim et al.
(2002) ont isolé une souche de Megasphera elsdenii du jus de rumen d’une vache consommant
une ration tres riche en concentrés. Cette bactérie est capable in vitro d’isomériser le C18:2
pur en trans-10,cis-12C18:2.

Par ailleurs, une formation de trans-13C18:1, trans-14C18:1, trans-15C18:1, et trans-16C18:1
au cours de la biohydrogénation de C18:2 a été évoquée (Loor et al. 2002b). Ces isomeres
pourraient donc étre communs aux voies de biohydrogénation de C18:3 et C18:2.

Des isomérisations de C18:1 sont également possibles dans le rumen. La formation de
différents isomeéres C18:1, allant du trans-6C18:1 au trans-16C18:1 a été observée au cours de
la biohydrogénation de cis-9C18:1 (Mosley et al., 2002). De méme, la biohydrogénation de
cis-11C18:1 par une souche de Butyrvibrio hungatie Su6 a conduit a un mélange de trans-
11C18:1, trans-10C18:1, trans-9C18:1, trans-8C18:1, trans-7C18:1 et C18:0 (Van de
Vossenberg et Joblin, 2003). En outre, la biohydrogénation ruminale ne transforme pas les
trans-C18:1 directement en C18:0. L’acide trans-9C18:1 par exemple est isomérise en
différents trans-C18:1, de trans-6C18:1 a trans-16C18:1, mais également en cis-9C18:1 et cis-
11C18:1 (Proell et al., 2002).

2.1.2.2. Importance

La biohydrogénation de cis-9C18:1 est moins compléte que celle des AGPI in vivo (Kucuk et
al., 2001 ; Scollan et al., 2001). La biohydrogénation de C18:2 est comprise entre 60 et 95%,
et celle de C18:3 est tres élevée et presque compléte (Doreau et Ferlay, 1994). Ainsi Goosen et
Mulder (1971) ont ajouté 300g d’huile de lin par jour a la ration de vaches, et ils ont constaté
une transformation rapide de C18:3 en C18:0.

Malgré la biohydrogénation intense qui a lieu normalement dans le réticulo-rumen, il est

évident que la composition en AGPI de la ration a une certaine influence sur la composition en
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AGPI des lipides du plasma chez les moutons (Moore et al., 1968) ou chez les vaches (Goosen
et Mulder, 1971). Cela peut seulement s’expliquer par une biohydrogénation ruminale
incompléte des AGPI (Goosen et Mulder, 1971): une partie des AGPI échappe a la
biohydrogénation et peut alors étre absorbée dans I’intestin (Moore et al., 1968 ; Doreau et
Ferlay, 1994).

2.1.2.3. Facteurs affectant la biohydrogénation

Le pH ruminal, la composition de la ration et les teneurs en AGPI dans la ration affectent la
biohydrogenation (tableau 1). L effet de ces facteurs est complexe car il dépend de la nature
de I’AG, et de sa teneur dans la ration, ainsi que des interactions éventuelles de cet AG avec
les autres composants de la ration y compris les autres AG.

Selon Kepler et Tove (1967) I’isomérisation est optimale pour un pH compris entre 7 et 7,2.
Cependant, la biohydrogénation de C18:3 n’est pas affectée par la diminution de pH : a pH 5,2
le C18:3 libre est completement hydrogéné, tandis que I’hydrogénation de C18:2 est
partiellement inhibée (Van Nevel et Demeyer, 1996). Ainsi, la biohydrogénation in vitro de
C18:2 a été diminuée de 44 % avec un pH compris entre 5,4 et 6,2 par rapport & un pH
compris entre 6,4 et 6,9 (Troegeler-Meynadier et al., 2003).

La biohydrogénation de C18:3 n’est généralement pas affectée par I'apport d'un supplément de
matiéres grasses : elle est de 94,6% avec un régime supplémenté en matiére grasse (9,9 g
d’AG/100 g MS), mais ne contenant pas de C18:3, contre 92,6 % avec un régime témoin (1,91
g AG/100 g MS) (Bauchart et al., 1987).

Les composants de la ration autres que la matiére grasse, influent également sur I’ampleur de
la lipolyse et de la biohydrogénation. La biohydrogénation de C18:2 et C18:3 diminue avec
I’augmentation de l'apport de concentrés et la diminution de I’apport de fourrages dans
I’alimentation des vaches (Kalscheur et al., 1997). Par exemple, avec un régime contenant plus
de 70% concentrés, la biohydrogénation est respectivement de 50% et 65% pour C18:2 et
C18:3 (Chilliard et al., 2000). Cette diminution est liée a la diminution de pH induite par
I'apport important de concentrés dans la ration (Kalscheur et al., 1997). Cette explication est
cependant contestée par Loor et al. (2004), qui dans leur expérience utilisant des rations
supplémentées en huile de lin et avec un rapport fourrages / concentrés faible (35/65) ou fort

(65/35), constatérent les mémes effets que Kalscheur et al. (1997) sur la biohydrogénation des
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Tableau 1. Biohydrogénation ruminale des AGPI lors d’un apport de lin (huile ou graines).

Biohydr. (%)

- Espéce et stade 0 ! L2 _~1q.134 | Cis-9,trans- | trans-11,cis- 45
Référence physiologique % de ration F:C c182 | c18:3 trans-C18:1 11C18:2% 15C18:2° CLN
Huile

(Sinclair etal., 2005) | ' .Vitro (a24h 312 mg d’huile de lin / 200 ml - 79,50 | 90,28 18,52 2,63 16,19 8,36

d’incubation)
(Loor et al., 2004) Vaches en lactation | 3% huile de lin 65 : 35 88,80 | 97,10 17,19 0,06 1,13 -
(Loor et al., 2004) Vaches en lactation | 3% huile de lin 35:65 82,00 | 93,20 28,90 0,08 6,09 -

Graine
. 8,50% graines de lin traitées au . ) ) )
(Chikunya et al., 2004) | Moutons formol (% de matiére brute) 74 : 26 89,00 | 92,70 16,15
(Gonthier et al., 2004) | Vaches en lactation | 12,60% graines de lin crues 55,5:44,5 | 91,40 | 93,80 7,25 - - -
5 : -
(Gonthier et al., 2004) | Vaches en lactation raniEfirgrﬁsgér'ee;mes de lin 55,5:44,5 | 90,90 | 92,90 7,35 - - -
(Gonthier et al., 2004) | Vaches en lactation | 12,60% graines de lin extrudées 55,5:44,5 | 93,10 | 96,60 10,05 - - -
0 1 1 0

(Scollan etal., 2001) | Beeufs sigl%’e?éag?jfe;’e lincrues % |\ 60.40 | 91,00 | 9480 | 2137 ] ] ]
(Sinclair etal., 2005) | 'm.Vitro (a24h 826 mg de graines de lin - 7850 | 86,60 | 16,23 1,88 10,63 7,33

d’incubation) broyées/ 200 ml

In vitro (a 24h 4,03 g de MG (graines de lin + ) o 0 ) )
(Wang et al., 2002) d’incubation) Concentrés) /1200 ml 75 87 17,35% C18 | 5,02% C18

In vitro (a 24h 5,00 g de MG (graines de lin + ) o 0 ) )
(Wang et al., 2002) d"incubation) Concentrés) /1200 ml 58,40 | 76,00 | 12,31% C18 | 2,35% C18

1 9% de la matiére seche de la ration sauf indication contraire ; *Pourcentages de fourrages : concentrés ; ° trans-C18:1 totaux ;

Scis-9,trans-11,cis-15C18:3

% des AG totaux sauf indication contraire ;
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AGPI mais sans variation du pH ruminal qui était de 6,38 + 0,12. Loor et al. (2004) ont alors
suggéré que I’effet d’une ration riche en concentrés pouvait ne pas étre liée au pH ruminal, et
que la biohydrogénation ruminale serait plutdt sensible a la teneur de la ration en amidon. En
effet, Gerson et al. (1985) ont montré que la lipolyse des triglycérides et la biohydrogénation
de C18:2 sont diminuées lorsque la proportion de fibres diminue au profit de la proportion
d’amidon, bien que ce changement dans les proportions de fibres et d’amidon n’ait pas été
accompagne d’un changement significatif de pH ruminal.

La teneur en AG de la ration peut également influencer la biohydrogénation des AG. Par
exemple, Troegeler-Meynadier et al. (2003) ont constaté in vitro que I’addition de C18:3
inhibe I’isomérisation du C18:2 en cis-9,trans-11C18:2. De méme, la concentration initiale en
un AG donné affecte sa propre biohydrogénation. Avec une concentration initiale élevee en
C18:3, seulement 10,2% de la quantité initiale était convertie en C18:0 apres 24 heures
d’incubation dans du jus de rumen. Les produits majeurs de biohydrogénation étaient des
C18:1, parmi lesquels le cis-15C18:1 était majoritaire, le ratio trans / cis était de 63 / 37. Avec
une concentration initiale plus pauvre en C18:3, 63% de la quantité initiale était convertie en
C18:0, et 29% en C18:1, avec un ratio trans / cis de 81/19 (Body, 1976). Des résultats

comparables ont été trouvés in vitro avec C18:2 (Polan, 1964 ; Harfoot et al., 1973).

2.1.3. Conséquences de I’adjonction de matiéres grasses insaturées sur la

digestion ruminale

Les suppléments lipidiques réduisent souvent I’intensité des fermentations ruminales et la
digestion des parois cellulaires dans le rumen (tableau 2), par un effet toxique sur les micro-
organismes ruminaux. Les AG et plus particulierement les AGPI inhibent la croissance des
micro-organismes du rumen, mais cette inhibition peut étre diminuée par I’addition de fibres
ou d’ions calcium (Palmquist et Jenkins, 1980).

Devendra et Lewis (1974) ont proposé quatre hypotheses permettant d’expliquer cette action
inhibitrice : 1) les AG enrobent les fibres alimentaires et empéchent I’adhésion des bactéries,
2) ils modifient la population microbienne par une toxicité spécifique, 3) ils inhibent I’activité
microbienne par des effets sur les membranes bactériennes, 4) ils diminuent la disponibilité

des cations pour les bactéries par formation de savons dans le rumen.



Tableau 2. Effet d’un a

port de lin (huile ou graines) sur la fermentation et la digestion ruminale.

(huile ou graines) % de

Digestibilité de NDF et

formol

Iy \ . 2 _ 0, 0,

Référence Espece ration? F:C pH [N-NH3mg/l | AGV mmol/l |C2% | C3% ADF (%)?

Huile

wuegbu et Sutton, outons 6 ,33: 66, , : \ ) ,

(Ik buetS 1982)| M 0% 33,33:66,67 | 6,62 284,40 64,50 64,00 | 18,20 ADF 44
wuegbu et Sutton, outons ml/j ,33: 66, , , \ , ,

(1k b S 1982)| M 13ml/j 33,33:66,67 | 6,35 158,48 62,70 60,80 | 26,10 ADF 28
wuegbu et Sutton, outons ml/j ,33 : 66, , , : : )

(Ik buetS 1982)| M 40ml/j 33,33:66,67 | 6,48 105,59 65,30 52,80 | 36,70 ADF 18
edaetal., aches en lactation b ,00 : 35, , , , , , 70 ,
Ued 1., 2003 Vach | i 0% 65,00: 35,00 | 6,34 79,50 95,70 66,00 | 20,10 | NDF 42,70 ; ADF 39,00
edaetal., aches en lactation b ,00 : 35, , , , , , 20 ; ,
Ued 1., 2003 Vach | i 3% 65,00: 35,00 | 6,44 109,30 94,80 65,80 | 20,70 | NDF 58,20 ; ADF 57,20
edaetal., aches en lactation b ,00 : 65, , , , , , 20 ; ,
(Ued I, 2003) Vach | i 3% 35,00: 65,00 | 6,44 67,20 91,30 59,80 | 24,70 | NDF 34,20 ; ADF 24,60
Graines
onthier et al., aches en lactation b ,50 : 44, , , , , , 92 ; ,
Gonthi 1., 2004 Vach I i 0% 55,50:44,50 | 6,27 91,00 81,10 65,00 | 20,70 | NDF 64,92 ; ADF 66,93
onthier et al., aches en lactation| 12,60% graines de lin crues ,50 : 44, , , , , , 98 ; ,
Gonthi l., 2004 Vach I i 12,60% graines de li 55,50:44,50 | 6,19 86,00 78,90 62,10 | 24,10 | NDF 65,98 ; ADF 65,04
onthier et al., aches en lactation| 12,60% graines micronisées ,50 : 44, : , , , , ,96 ; ,
(Gonthi 1., 2004) Vach I ion| 12,60% grai icronisé 55,50:44,50 | 6,21 85,00 78,90 62,20 | 24,00 | NDF 63,96 ; ADF 60,03
onthier et al., aches en lactation ,60% graines extrudées ,50 : 44, : , , , , 71, ,
(Gonthi l., 2004) Vach I i 12,60% i dé 55,50:44,50 | 6,29 96,00 72,90 61,00 | 24,20 | NDF 67,71 ; ADF 66,20

0 i 0,
(Scollan et al., 2001) Beeufs 21,30% graines crues (% de | ¢ 1. 4000 | 660 92,30 9830 | 60,20 | 21,50 ;
matiere brute de ration)
NDF 38,50 ; ADF 31,00
(Petit et al., 2003) Vaches en lactation 13,30% graines crues 51,00 : 49,00 - - - - - (digestibité dans le tube
digestif entier)

. . 11,40% graines traité au NDF 46,50 ; ADF 41,50
(Petit et al., 2003) Vaches en lactation ' 51,00 : 49,00 - - - - - (digestibité dans le tube

digestif entier)

1 9% de la matiére séche de la ration sauf indiqué ; * pourcentages fourrage : concentrés ; > digestion ruminale sauf indication contraire




2.1.3.1. Conséquences sur la population microbienne

L’effet négatif des lipides sur la population microbienne se traduit par une modification des
proportions des AG volatils (AGV), reflétant une modification de la flore ruminale, et une
diminution de la prise alimentaire qui dépend de la nature et la quantité de matiéres grasses
ajoutées.

Wachira et al. (2000) ont constaté que toutes les sources lipidiques contenant des AGPI
oméga-3, entrainaient une baisse de I’efficacité de la synthése microbienne des protéines.
Néanmoins, les effets négatifs des AG sur les bactéries du rumen ne sont pas
systématiquement observeés, et dépendraient en fait de la composition de la ration de base
utilisee. Par exemple, Bauchart et al. (1985) ont montré que I’addition d’huile de colza ou de
suif a raison de 10% de la MS de la ration, augmente de 16 a 25% le nombre de bactéries
présentes dans la phase solide. La capacité d’attachement des bactéries n’avait donc pas été
affectée. Par contre, les protozoaires sont tres sensibles a I’addition de matiére grasse a la
ration : leur nombre diminue fortement, voire ils disparaissent totalement, suite a I'apport de 5
ou 10% d’huile de colza, ou de 10% de suif (par rapport a la MS) dans la ration de vaches en
lactation (Bauchart et al., 1986), suite & I’apport de 90 g d’huile de lin par jour (Czerkawski et
al., 1975), ou de 40 ml d’huile de lin par jour a des moutons (Ikwuegbu et Sutton, 1982).
Récemment, Ueda et al. (2003) ont trouve qu’avec I’addition d’huile de lin a des rations pour
vaches laitiéres, le nombre total de protozoaires ne diminuait que si la ration était riche en

concentrés, ce phénomene n’étant pas observé avec une ration riche en fourrages.

2.1.3.2. Conséquences sur la digestion des glucides

Une supplémentation en matiére grasse, surtout si elle est riche en AGPI, a un effet dépresseur
sur la digestion des glucides pariétaux des plantes dans le rumen (Palmquist et Jenkins, 1980 ;
Coppock et Wilk, 1991). Avec les régimes habituels, I’acide acétique represente 60 a 70% des
AGV contre 15 a 20% pour I’acide propionique et 10 a 15% pour I’acide butyrique. Le rapport
acide acétique/acide propionique varie avec les régimes alimentaires et notamment il diminue

lors d’apport de matiére grasse insaturée (Bauchart et al., 1985).

2.1.3.3. Influence de la nature de la matiére grasse

La nature du supplément lipidique (composition en AG et forme de présentation) peut avoir un



effet important sur la population microbienne du rumen et par conséquence la digestion
ruminale. Ainsi, I’acide cis-9C18:1 a un effet dépresseur plus marqué contre les bactéries
cellulolytiques que le trans-11C18:1 ou le C18:0 (Maczulak et al., 1981). C18:2 a des effets
toxiques plus forts contre Butyrivibrio fibrosolvens que le cis-9C18:1, et C18 :3 est encore
plus toxique que C18 :2. En fait, ces deux AG induisent des perturbations importantes de la
membrane cellulaire des bactéries (Maia et al., 2004).

Comparativement aux graines de colza, les graines de lin ont permis une légére augmentation
des concentrations en AGV in vitro (Wang et al., 2002). Les concentrations totales en azote
ammoniacal (N-NH3) et en AGV ont été augmentées avec les graines de lin par rapport au
Megalac, aliment du commerce constitué de savons calciques d'AG de palme (Scollan et al.,
2001).

2.1.3.4. Effet du régime

L’effet négatif d’un supplément lipidique dépend en partie de la composition de la ration de
base. Ainsi I’addition d’huile de colza & raison de 7% de la MS ne modifie pas la digestion
ruminale quand le fourrage de la ration est du foin. Ce niveau d’incorporation doit étre réduit

lors de I’utilisation d’ensilage de mais (Ben Salem et al., 1993).
2.1.3.5. Effet espéce

L’addition de 90 ml/jour (huile de lin) & la ration de moutons a diminué la concentration totale
en AGV dans le rumen (Czerkawski et al., 1975). Dans une autre étude (Ikwuegbu et al.,
1982), I'apport d’huile de lin (13,26 ou 40 ml/jour) chez des moutons, n’a pas affecté la
concentration totale en AGV mais elle a entrainé une diminution de la proportion d’acide
acétique et de la digestibilit¢ de I’ADF, et une augmentation de la proportion d’acide
propionique . L’effet négatif de I’huile de lin serait moins fort chez les bovins que chez les
ovins. Ueda et al. (2003) ont récemment mentionné qu'un supplément d’huile de lin a raison de
3% de la MS de la ration de vaches laitiéres n’a pas d’effet négatif important sur la digestion
ruminale. Cependant ils ont constaté une baisse des proportions molaires des acides
propionique et butyrique, induite par cet apport d’huile.

De méme, le suif partiellement hydrogéné, a raison de 6% de la MS dans la ration, n’a pas eu
d’effets négatifs sur la prise alimentaire, sur la digestibilité apparente de la matiere seche
(MS), du neutral detergent fiber (NDF), de I’acid detergent fiber (ADF), et de la matiére

organique, sur le pH ruminal, et sur la concentration et le pourcentage des AGV chez des
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bovins (Drackley et Elliott, 1993). Au contraire, Ilian et al. (1988) ont trouvé que I'apport de
5% ou 10% de suif dans la ration des moutons entrainait une diminution de la concentration
des AGV et une augmentation de pH, proportionnelles a la teneur en suif dans la ration. Dans
ces deux expériences, le supplément lipidique utilisé était presque identique, aussi les

différences de résultat pourraient étre liées a I’espece, bovine et ovine respectivement.

2.1.4. Traitements des matieres grasses modifiant la digestion ruminale

Les effets négatifs des lipides sur la population microbienne du rumen et la digestion ruminale
ont mis en évidence I’intérét de trouver une protection efficace de la matiére grasse ajoutée
contre la digestion ruminale afin de :
1) Protéger la population microbienne du rumen contre les effets nocifs des AG alimentaires
afin de maintenir une digestion efficace de la ration.
2) Augmenter le contenu duodénal en AG insaturés dont il est intéressant d'augmenter les
teneurs dans les productions d’origine animale (lait et viande).
L’utilisation de graines oléagineuses entiéres permet a une partie de la matiere grasse
d’échapper a la biohydrogénation, car elle est protégée par la structure méme des graines
(Kennelly, 1996). Néanmoins, cette protection reste faible. D’ailleurs, plusieurs études n’ont
pas réussi a montrer une protection efficace contre la biohydrogénation ruminale lors de
I’utilisation de graines entieres : I’inclusion de graines de lin entiéres (Scollan et al., 2001) ou
de graines de tournesol entiéres (White et al., 1987) dans la ration de bceufs n’a pas protégé les
AGPI contre la biohydrogénation ruminale. De méme, Petit et al. (2004) n’ont pas constaté
d’augmentation de la teneur en C18:3 dans le lait aprés addition de graines de lin entieres dans
la ration de vaches laitiéres. En fait, la mastication endommage la structure de la graine et
surtout ses enveloppes, facilitant ainsi la libération de la matiere grasse et donc la
biohydrogénation des AGI par les microbes du rumen (Jenkins, 1993).
La sensibilité des matiéres premieres brutes face a la digestion ruminale a conduit a la

proposition de plusieurs méthodes de protection :

2.1.4.1. Protection chimique

Plusieurs méthodes chimiques ont été essayées : I’enrobage des lipides par des protéines

tannées au formaldéhyde (Cook et al., 1970), les savons calciques d’AG (Grummer, 1988)
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ou les amides d’AG, dans lesquels le groupement carboxyle des AG est lié avec la fonction
amine d’un acide aminé (Fotouhi et Jenkins, 1992), d’ou leur résistance a la biohydrogénation.
L’enrobage par des protéines tannées résiste a la digestion ruminale, et il est digéré a pH acide
dans la caillette, ce qui permet aux AG d’étre absorbés dans I’intestin gréle. L’enrobage reste
le moyen le plus efficace pour permettre a une grande quantité d'AGPI d'échapper a la
biohydrogénation ruminale (Gulati et al., 1997). La protection de I’huile de soja par enrobage
avec des protéines tannées au formaldéhyde a permis a 60% des C18:2 et C18:3 d’échapper a
la biohydrogénation ruminale, contre 4% seulement sans protection (Clapperton, 1978).
Malgré I’intérét de ce traitement, sa mise en pratique a été freinée par le colt de fabrication, et
I’utilisation de formaldéhyde qui pose des problemes de protection des manipulateurs et peut
avoir un impact négatif sur I’image des produit laitiers (Chilliard et al., 2001).

Bien que les AG sous forme de savons calciques n’affectent pas les micro-organismes du
rumen, ils sont hydrogénés, et ce d’autant plus qu'ils sont trés insaturés et que le pH ruminal
est bas. Chouinard et al. (1998) n’ont pas réussi a protéger les AG du lin par I’utilisation de
savons calciques, puisque C18:3 ne représentait que 0,30% des AG totaux du lait de vache. Ils
attribuerent I’inefficacité de la protection a la dissociation des savons d’AG dans le rumen. En
général, I’utilisation de savons calciques d'AGPI n’a pas permis d’augmenter au-dessus de 5%
des AG totaux la teneur en C18:2 du lait (Demeyer et Doreau, 1999).

Dans une étude récente Lundi et al. (2004) ont montré que la formation d’amides d’AG est
efficace pour maintenir dans le contenu omasal des AGI chez des vaches en lactation, les
amides d’AG étaient plus efficaces que les sels de calcium. Cependant, les mémes arguments
contre la préparation des amides d’AG que contre le formaldéhyde peuvent étre retenus

(Demeyer et Doreau, 1999).

2.1.4.2. Protection physique

La cristallisation des graisses se réalise a partir d’AG saturés et traités de facon a obtenir des
tres petites particules, inertes vis-a-vis les micro-organismes du rumen (Grummer, 1988 ;
Jenkins et Jenny, 1992). Mais cette neutralité résulte plus probablement de la présence
majoritaire d'/AGS qui sont moins inhibiteurs que les AGPI, que de la technique elle-méme
(Jenkins et Jenny, 1992).

Les traitements thermiques ont été utilisés dans un premier temps pour détruire ou inactiver les
facteurs toxiques ou antinutritionnels thermolabiles contenus dans les graines oléagineuses. En

outre, le traitement par la chaleur permet d’accroitre la résistance des protéines a la
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dégradation microbienne dans le rumen et déplace la digestion des protéines alimentaires vers
I’intestin (Michalet-Doreau et al., 1985). L’exposition a la chaleur des graines oléagineuses
permet aussi de protéger la matiere grasse insaturée de la biohydrogénation ruminale, car le
globule lipidique est alors entouré d’un enrobage de protéines dénaturées sous I’effet de la
chaleur, ce qui augmente le flux des AGPI vers I’intestin gréle (Kennelly, 1996).

Parmi les méthodes de traitement thermique, I’extrusion des graines oléagineuses est celle qui
a fait I’objet du plus grand nombre d’études.

L’extrusion est souvent utilisée pour détruire des facteurs anti-nutritionnels et améliorer les
qualités nutritionnelles des graines. La valeur alimentaire des graines est préservée par ce type
de traitement utilisant des températures élevées pendant un temps court (Mercier, 1994 ;
Ferlay et al., 1992). L’extrusion consiste a faire subir a un produit une température élevéee
pendant quelques secondes, avec une forte augmentation de la pression et des forces de
cisaillement, puis & le faire sortir par un orifice de petite dimension, d'ou un brusque retour a la
pression atmosphérique a la sortie de la filiere (Mercier, 1994 ; Doreau et Michalet-Doreau,
1987).

L’extrusion réalisée dans des conditions satisfaisantes ne modifie généralement pas la
composition de la matiere grasse de la graine (Morand-Fehr et Tran, 2001), mais elle peut
favoriser le rancissement des AG, notamment leur oxydation, au cours du stockage des
produits (Berset, 1994 ; Doreau et Michalet-Doreau, 1987).

Le conditionnement est utilisée dans I’industrie alimentaire comme traitement thermique et
aide a la mise en forme (Vandewalle et al., 1997). Par exemple, I’addition de vapeur d’eau
améliore la cohésion des granulés et augmente ainsi la capacité de production de la chaine de
fabrication de I’aliment (Skoch et al., 1981). Ce traitement précede souvent I’extrusion et a
alors pour but d'humidifier et préchauffer les produits a extruder (Bouvier, 1996).

Les effets du conditionnement de lin sur la digestion ruminale et la qualité des productions
animales, n’ont a notre connaissance pas encore été étudiés. D'autre part, peu d'études ont
comparé des graines de lin extrudées avec des graines de lin crues chez la vache laitiere
(Mustafa et al., 2003a ; Gonthier et al., 2004b ; Gonthier et al., 2005).

Les donnés bibliographiques sont en grande partie en accord avec I’absence d’un effet de
I’extrusion sur la biohydrogénation. Ceci a eété montré sur des graines de soja (Michalet-
Doreau et al., 1985), et Clinquart et al. (1993), Focant et al. (1998) et Gonthier et al. (2004b)
ont démontré que I’extrusion de graines de lin ne protégeait pas la matiére grasse contre la
biohydrogénation ruminale. Cependant, I’ingestion d’un mélange de colza-pois extrudé a

augmenté les proportions des AG C18:1, C18:2 et C18:3 dans le lait chez les chévres, en
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comparaison avec un melange cru (Chapoutot et Sauvant, 1997). Mais, dans cette expérience
I’augmentation des AG C18:2 et C18:3 était faible (respectivement 0,5% et 0,2%).

In vitro, I’utilisation de graines extrudées de colza augmente la biohydrogénation des AGPI
(Enjalbert et al., 2003). La chaleur et la pression appliquées pendant I’extrusion pourraient
augmenter la vitesse de libération des AG dans le rumen (Chouinard et al., 2001).

Cependant I’extrusion des graines oléagineuses ralentit les dernieres étapes de la
biohydrogénation, entrainant surtout une augmentation des intermédiaires trans (Chouinard et
al., 1997a ; Bayourthe et al., 2000 ; Abughazaleh et al., 2002 ; Enjalbert et al., 2003). Cette
augmentation des intermédiaires suite a I’extrusion a été observée in vitro et in situ avec le
colza (Enjalbert et al., 2003).

Le processus d’extrusion rompt les membranes cellulaires et libere I’huile de la graine, I’huile
peut alors adhérer a la surface des particules extrudées. Une telle quantité d’huile libre a la
surface des particules pourrait empécher I’action des micro-organismes responsables des
dernieres étapes de la biohydrogenation (Ruegsegger et Schultz, 1985 ; Chouinard et al.,
1997a). En résumé, I’utilisation de graines oléagineuses extrudées apparait 1) ne pas protéger
les AGPI de la biohydrogénation, 2) inhiber les derniers étapes de la biohydrogénation, et 3)
augmenter les proportions des intermédiaires de la biohydrogénation.

2.2. Digestion post ruminale des lipides alimentaires

A leur entrée dans la caillette, les lipides sont en majeure partie (70 a 90%) des AG non
estérifiés d’origine alimentaire ou microbienne. La faible quantité qui se trouve sous forme
estérifiée est pour moitié sous forme de phospholipides, I’autre moitié étant constituée
principalement de glycolipides d’origine microbienne et secondairement de triglycérides et
d’esters de cholestérol. Les AGS et AGMI sont prédominants quelle que soit le degré
d’insaturation des matieres grasses ingérées sauf si celles-ci sont protégées (Bauchart et al.,
1985 ; Toullec et Lalles, 1995).

Les lipides subissent peu de transformation dans la caillette. Toutefois les savons de calcium
formés dans le rumen ou apportés par I’alimentation sont dissociés dans la caillette par
I’acidité (Toullec et Lallés, 1995).

A I’entrée de I’intestin, les lipides se trouvent dans deux phases : une phase insoluble dans
laquelle les AG sont adsorbés sur les particules alimentaires, et une phase micellaire soluble.

La digestion intestinale consiste en un transfert des AG de la phase insoluble a la phase
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micellaire soluble, car seuls les AG de la phase soluble peuvent étre absorbés par la muqueuse
intestinale (Bauchart et al., 1985). La sécrétion biliaire dans le duodénum permet la mise en
émulsion des AG en phase aqueuse, tout d’abord sous la forme d’une phase liquide cristallisée
qui, avec I’augmentation de pH et I’aide des sels biliaires devient une solution micellaire. La
solution micellaire facilite le passage des AG vers la couche aqueuse recouvrant les
microvillosités de I’intestin gréle, et donc leur absorption par les cellules de la muqueuse
intestinale (Bauchart, 1993). Les AG sont principalement absorbées dans le jejunum et les sels
biliaires sont réabsorbés dans I’iléon (Doreau et Ferlay, 1994 ; Bauchart, 1993).

Par la suite, dans les enterocytes, une partie du C18:0 est transformée en cis-9C18:1 par la
désaturase intestinale dans I’épithélium de I’intestin gréle, comme le montre I’apparition de
cis-9C18:1 marqué au C* dans la lymphe aprés administration par une canule duodénale
(administration qui sera ultérieurement qualifiée d’infusion pour simplifier) de C18:0 marqué
au C' dans le duodénum (Bickerstaffe et al., 1972). Dans les cellules de la muqueuse
intestinale, les AG libres absorbés sont réestérifiés en triglycérides et en phospholipides
(Noble, 1981).

L’efficacité d’absorption des AG est plus élevée chez les ruminants que chez les
monogastriques (Noble, 1981). La digestibilité des AG semble augmenter avec la quantité de
lipides ingérés. Gonthier et al. (2004b) ont noté une augmentation de la digestibilité post-
ruminale de C18:3 de 65,30% avec une ration témoin sans matiere grasse ajouté a 85,40%
avec un supplément de graines de lin. Néanmoins, Doreau et Ferlay (1994) ont constaté, en
compilant plusieurs études bibliographiques, que la digestibilité des AG variait de 70 a 90 %
et qu’elle n’était pas liée a la quantité d'AG ingérés. En outre, ces mémes auteurs n’ont pas
observé de variation dans la digestibilité de la matiére grasse en fonction de son traitement :
protégée ou non par un enrobage avec une coque de protéines traitées au formaldéhyde.

La digestibilité des AG augmente avec leur degré d’insaturation (Doreau et Ferlay, 1994).
Lors d’une supplémentation en graines de lin crues chez des vaches laitiere, la digestibilité
post-ruminale de C18:3 s’est avérée plus élevée que celle de C16:0 et de C18:0 (Gonthier et
al., 2004b). Des résultats contradictoires ont été rapportés par Scollan et al. (2001) : les
coefficients d’utilisation digestive de cis-9C18:1, C18:2, C18:3 et C18:0 chez des bouvillons
recevant quatre sources différentes de matiere grasse, étaient respectivement de 89%, 73%,
72% et 95%. La quantité, le degré d’insaturation, la nature de la matiére grasse ingérée, la
fréquence de distribution de I’aliment et le pourcentage de fourrages dans la ration sont autant
de facteurs de variation de la digestibilité des AG (Gonthier et al., 2004b). Cette multiplicité

de facteurs de variation peut expliquer les différences observées entre les expériences. Par
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exemple, la digestibilité des AG de I’huile n’est pas comparable a celle des AG des graines
oléagineuses car la structure des graines peut diminuer la digestion et donc I’absorption des
AG (Loor et al., 2004).

La digestibilité des AG est diminuée par les cations divalents de la ration, notamment par le
calcium, la formation de savon de calcium insoluble avec les AGS a I’entrée du duodénum

réduisant leur absorption (Devendra et Lewis, 1974).

2.3. Transport de lipides dans le sang

Les lipides absorbés sont incorporés dans des chylomicrons et des lipoprotéines de tres basse
densité (VLDL) et transportés par voie lymphatique, jusqu’au compartiment sanguin (Noble,
1981). Les lipoprotéines sont des complexes moléculaires hydrosolubles constituées d'un
noyau hydrophobe riche en lipides apolaires (triglycérides, esters de cholestérol) et d'une
enveloppe hydrophile constituée d'une monocouche de protéines spécifiques aux lipoprotéines.
Les lipoprotéines comprennent cing familles: VLDL, les lipoprotéines de faible densité
(LDL), les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) et les lipoprotéines de haute densité
(HDL). Les chylomicrons, les VLDL et les HDL sont secrétés par I’intestin ou le foie, et les
LDL et les IDL résultent de la dégradation des VLDL (Bauchart, 1993).

La sécrétion intestinale de chylomicrons augmente avec la teneur en AGPI dans le contenu
duodénal, alors que les AG saturés privilégient la sécrétion des VLDL (Bauchart, 1993). Apres
24 heures d’infusion continue dans le duodénum de 2g/h d’huile de mais (52,6% de C18:2)
chez des moutons, 38,5% des lipides de la lymphe étaient contenus dans les VLDL et 61,6%
dans les chylomicrons, alors que chez les témoins 72,6% des lipides de la lymphe étaient
transportés par les VLDL (Harrison et al., 1974). Moore et al. (1969) ont suggeré qu’apres leur
absorption, C18 :2 et C18:3 sont transportés de I’intestin au foie sous forme de triglycérides
qui y subissent une hydrolyse partielle ou compléete, les AG libres étant utilisés pour la
synthése d’esters de cholestérol et de phospholipides mais pas pour des resynthéses de
triglycérides. Ainsi les AGPI a 18 carbones semblent étre préférentiellement inclus dans les
esters de cholestérol et les phospholipides dans le plasma (Duncan et Garton, 1962).
L’infusion de C18:2 et C18:3 dans le rumen augmente la concentration de ces AG dans les
esters de cholestérol et des phospholipides (Moore et al., 1968). Les esters de cholestérol et les
phospholipides représentent 95% de lipides du plasma (Moore et Christie, 1981), tandis que
dans la lymphe les triglycérides sont majoritaires (Noble, 1981). Cela peut expliquer une

proportion élevée d’AGPI dans le plasma malgré la biohydrogénation ruminale, et alors que
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leurs proportions restent faibles dans le lait (Tableau 3), puisque, comme il sera détaillé dans
le paragraphe suivant, les AG longs du lait sont principalement issus des triglycérides

sanguins.

Tableau 3. Comparaison des proportions de C18:2 et C18:3 (en % des AG totaux) dans le

plasma et le lait de vaches ayant recu des graines de lin ou des graines de soja dans la ration.

Nature des graines % (MSde | C18:2 C18:3 Références
ration) plasma lait plasma Lait

Graines de lin extrudees | 2,6 32,40 3,10 13,60 0,70 (Gonthier et al., 2005)

Graines de lin entieres 9,7 50,10 2,40 11,10 1,10 (Petitetal., 2004)

Graines de lin entiéres | 13,3 38,70 1,74 15,70 1,08 | (Petit, 2003)

Graines de soja crues 23,7 60,03 7,65 3,13 1,01|(Chouinard et al., 1997b)

2.4. Métabolisme mammaire des AG

Les AG du lait ont deux origines: 1) le prélevement dans la circulation sanguine, 2) la
synthese de novo dans la mamelle. Les AG préleves ou synthétisés peuvent en outre étre
désaturés.

La mamelle préleve dans le sang les AG des triglyceérides, voire les AG non estérifiés, mais les
phospholipides et les esters de cholestérol ne sont pas précurseurs des AG du lait (Moore et
Christie, 1981). Le prélévement des AG des triglycérides par la mamelle dépend de I’activité
de la lipoprotéine lipase. L’activité de cette enzyme est trés élevée chez les ruminants en
lactation (Chilliard et al., 2000).

Les AG prélevés dans le sang comprennent une partie des C14:0 et C16:0 du lait et tous les
AG a 18 carbones. Gagliostro et al. (1991) ont démontré que le taux de prélevement des AG
des triglycérides par la glande mammaire des vaches, augmente avec leur concentration dans
le plasma. Bickerstaffe et al. (1972) ont démontré chez la chévre que le taux de prélevement
des différents isoméres de trans-C18:1 est le méme que le taux de prélévement des AGPI.
Cependant, chez la vache laitiere, le taux de prelevement des AG a 18 carbones est certes plus
élevé que celui de C14:0 et C16:0, mais le prélevement des AG a 18 carbones diminue avec le
degré d’insaturation (Thompson et Christie 1991). D’autre part, Enjalbert et al. (1998) ont

constaté que le taux de prélevement des AG trans-C18:1 était particulierement éleve.
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Les AG de C4 a C12 et une partie des AG C14:0 et C16:0 sont synthétisés par les cellules
mammaires a partir de I’acétate (Annison et al., 1967 ; Bickerstaffe et al., 1972), avec environ
15% de carbones provenants du 3-hydroxybutyrate (Chilliard et al., 2000). Au contraire des
monogastriques, les ruminants n’utilisent pas le glucose pour la synthese endogéne des AG du
lait. Néanmoins, le glucose est nécessaire a la synthése de NADPH (via la voie des pentoses)
et de glycérol-3-phosphate, indispensables a la synthése des AG et des triglycérides du lait
(Moore et Christie, 1981).

L’inhibition de I’acétyl-CoA carboxylase (enzyme clé dans la synthése endogéne des AG),
suite a I"augmentation du prélévement sanguin des AG a longue chaine, aboutit a une
diminution de la synthese de novo d’AG par la glande mammaire (Moore et Christie, 1981).
Selon Clapperton et Banks (1985), 80% de I’inhibition de la synthése de novo des AG suite a
I’addition d’un supplément lipidique a la ration, est di a un effet spécifique et direct de
I’augmentation des AG a longue chaine dans les rations, et 20% de I’inhibition est lié a la
baisse de production ruminale d'AGV (acétate et butyrate). L’inhibition directe est
probablement générée par un rétrocontrble négatif de I’acétyl-CoA carboxylase par
I’augmentation de concentration intra-acini en acyl-CoA issus des AG a longue chaine captés
par la mamelle (Palmquist et Jenkins, 1980).

La désaturation mammaire des AGS ou des AGMI se révele étre une source importante des
AGI dans le lait. Environ 52% du C18:0 prélevé dans le sang est désaturé en cis-9C18:1 dans
les cellules mammaires sous I’action de la A-9 désaturase (Enjalbert et al., 1998). Ce
phénomeéne est aussi a I’origine de 64% du cis-9,trans-11C18:2 du lait, par désaturation du
trans-11C18:1(Griinari et al., 2000).
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3. CONSEQUENCES DE L’ADDITION DE LIPIDES A LA RATION DES
VACHES EN LACTATION

3.1. Intéréts de la supplémentation lipidique

Le potentiel laitier des vaches a été accru ces dernieres années, et la couverture des besoins
énergétiques surtout au début de lactation, devient de plus en plus problématique.
Typiquement un supplément lipidique est ajouté a la ration pour augmenter sa densité
énergétique. Néanmoins, I’ajout de matieres grasses a la ration peut avoir d'autres avantages,
comme I’amélioration des performances de reproduction et de la résistance a la chaleur.

Parallelement, les connaissances relatives a l'impact des AG sur la santé humaine ont
considérablement évolué, ce qui renforce I’intérét de I’utilisation des lipides dans la ration des
vaches laitiéres, non seulement comme source importante d’énergie, mais aussi comme |'un

des principaux moyens de modulation de la composition en AG du lait.

3.1.1. Source d’énerqgie

Les matiéres grasses ont tout d’abord été ajoutées a la ration des vaches laitieres afin d’en
augmenter la densité énergétique. Dans une ration pour vaches laitieres en début de lactation
elle permet de réduire le déficit énergétique de I’organisme, limitant ainsi la perte de poids et
augmentant la production de lait.

Théoriquement, un kilogramme de matiéres grasses fournit 6,2 a 6,6 Mcal d’énergie nette de
lactation. Mais en réalité, I’apport est moindre puisque I’addition de matiére grasse diminue la
digestibilité globale de la ration quand elle n’est pas protégée (Chilliard, 1993).

Par ailleurs, la valeur énergétique nette de la matiere grasse est en grande partie fonction de sa
propre digestibilité intestinale. L absorption des AGS est inférieure a celle des AGI (Wu et al.,
1991) et donc la biohydrogénation ruminale diminue la digestibilité de la matiére grasse et par
conséquent sa valeur énergétique nette (Zinn et al., 2000). Les matiéres grasses restent
cependant intéressantes car elles présentent une densité énergétique plus grande que les autres
aliments. Par exemple, des savons calciques d’huile de palme renferment trois fois plus

d’énergie nette de lactation que le mais (Coppock et Wilks, 1991).
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3.1.2. Amélioration des performances de reproduction

Plusieurs effets positifs sur les performances de reproduction ont été attribués a I’addition de
lipides dans la ration des vaches laitiéres : augmentation de la taille du follicule dominant et du
nombre de follicules, augmentation de la concentration plasmatique en progestérone, réduction
de la sécrétion de prostaglandines, allongement de la durée de vie du corps jaune, et
augmentation de la fécondite (Staples et al., 1998).

Toutefois, I’effet positif des matieres grasses sur la reproduction semble étre fonction du profil
en AG du supplément lipidique. Staples et al. (2000) ont démontré que le follicule dominant
est plus grand chez des vaches consommant des savons calciques de C18:2 ou des AG d’huile
de poisson qu’avec des savons calciques de cis-9C18:1. Plus récemment, Petit et al. (2001 ;
2002) ont trouvé que I’apport de C18:3 (sous forme de graines de lin) dans la ration réduit la
sécrétion de prostaglandine F2a, et augmente la taille du corps jaune et le taux de conception.
Cependant, ces effets positifs ne sont pas retrouvés dans toutes les expérimentations.
L’addition de lipides cristallisés (Carroll et al., 1994), de savons calciques d’AGPI (Scott et
al., 1995) ou de graines oléagineuses (Schingoethe et Casper, 1991) n’a pas eu d’effet sur les
performances de reproduction des vaches laitieres. L’addition de savons calciques d’AGPI
dans la ration, a méme baissé la fécondité des vaches dans I’expérience réalisée par Sklan et
al. (1994).

Il a été suggéré que I’ameélioration des indices de reproduction suite a I’addition de lipides
dans la ration, puisse ne pas étre liée a la matiere grasse elle-méme, mais plutdt a
I’amélioration du bilan énergétique de la vache (Schingoethe et Casper, 1991). Cependant,
dans les travaux de Petit et al. (2001, 2002) les rations étaient isoénergétiques, et donc
I’amélioration des indices de reproduction ne pouvait pas étre attribuée a I’amélioration du

statut energétique de la vache.

3.1.3. Amélioration de la tolérance a la chaleur

La chaleur induit une diminution de la prise alimentaire et de la production laitiere, car
I’animal réduit sa consommation afin de limiter sa production d’extra-chaleur, provenant
notamment des fermentations ruminales (Morand-Fehr et Doreau, 2001). La principale
stratégie utilisée pour réduire au minimum les effets de la chaleur est de modifier

I’environnement dans lequel I’animal vit. Cependant la nature de la ration peut également
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influer sur la production d’extra-chaleur. La densité énergétique plus grande des matiéres
grasses et donc la possibilité de réduire la production d’extra-chaleur post-prandiale pourraient
s’avérer particulierement intéressantes pour I’alimentation des ruminants soumis & un stress
thermique (West, 1998). Cependant, les résultats concernant I’avantage d’ajouter des matieres
grasses a la ration des ruminants soumis a un stress thermique sont limités et controversés.
Ainsi, il n’y avait pas de différence de production de lait entre des vaches recevant ou non un
supplément lipidique (suif cristallisé) pendant la saison froide, mais pendant la saison chaude
la production de lait était supérieure chez les vaches recevant un supplément lipidique (Skaar
et al., 1989). Au contraire, Drackley et al. (2003) ont observé qu’un supplément lipidique
(suif) ne présentait aucun avantage pour la production de lait pendant I’été comparé a
I’utilisation de concentrés a base d’amidon. Enfin, certains auteurs (Knapp et Grummer, 1990)
n’ont noté aucun effet positif sur la production laitiére, suite & I’addition de matiéres grasses
(suif ou AG longs cristallisés) dans la ration de ruminants soumis a de fortes chaleurs.

Tirer des conclusions de ces résultats s’avere difficile. Dans ces expériences la source de
matieres grasses utilisée était principalement le suif, mais les protocoles expérimentaux, les

températures ambiantes et la composition des rations étaient différents.

3.2. Consequence sur la production et la composition chimique du lait

L’apport de matiéres grasses dans la ration des vaches affecte la production et la composition
du lait. Quantitativement, la production de lait augmente en général avec un supplément
lipidique sous forme de graines oléagineuses (Schingoethe et Casper, 1991). Qualitativement,
la composition du lait en AG peut étre modifiée par I’ajout de matiéres grasses a la ration,
malgré la biohydrogénation dans le rumen (Palmquist et Jenkins, 1980). Cependant, la réponse
des vaches laitiéres a une supplémentation lipidique dépend de nombreux facteurs, comme le
numéro de lactation, la composition de la ration, la quantité et la nature des matiéres grasses

utilisées.

3.2.1. Production de lait

La production de lait augmente (Petit, 2002 ; Petit et al., 2004 ), n’est pas affectée (Dhiman et
al., 2000 ; Mustafa et al., 2003b ; Soita et al., 2003) ou baisse (Gonthier et al., 2005) suite a
I’addition de graines de lin ou d’huile de lin a la ration. L'examen des conditions

expérimentales révele des différences pouvant expliquer les divergences dans les réponses
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observées. L’utilisation de vaches primipares par Dihman et al. (2000) pourrait expliquer
I’absence d’effet positif du supplément lipidique sur la production de lait, I'importance de la
réponse en terme de production laitiere & la supplémentation lipidique étant généralement
inférieure chez les vaches primipares par rapport aux vaches multipares (Dihman et al., 2000).
Petit et al. (2004) ont utilisé des graines de lin a raison de 12,5% de la MS, mais Mustafa et al.
(2003b) et Soita et al. (2003) les ont utilisées a raison de 7% et 1% de la MS de la ration
respectivement. Dans I’expérience de Gonthier et al. (2005), la différence de production de lait
n’etait pas significative entre les vaches consommant les graines de lin crues, micronisées ou
extrudées et celles consommant la ration témoin. Petit (2002) a constaté une hausse de
production de lait avec un supplément de graines de lin en comparaison avec un supplément de
Megalac, ces résultats étant opposes a ceux d’une précédante étude (Petit et al., 2001), durant
laguelle un apport de graines de lin protégées par du formol n’avait pas augmenté la
production de lait en comparaison avec le Megalac. lls ont attribué cette hausse de production
de lait a la teneur en matieres grasses, plus élevée dans la ration avec les graines de lin que
dans celle avec le Megalac.

Une conclusion intéressante peut cependant étre tirée des résultats précédents : la plupart de
ces expériences ne montre pas d’effet négatif des graines de lin de la ration sur la production
de lait. Ce résultat est important a considérer car les graines de lin sont en général ajoutées a la
ration pour modifier le profil en AG du lait (Kennelly, 1996), mais en maintenant la

production laitiére.

3.2.2. Taux butyreux et protéigue du lait

Un supplément lipidique dans la ration diminue en général le taux butyreux (TB) et le taux
protéique (TP) du lait (Palmquist et Jenkins, 1980 ; Wu et Huber, 1994). Cet effet dépresseur
est lié a la nature du supplément lipidique : I’effet est plus important avec les AGPI qu’avec
les AGS, et avec les huiles qu’avec les graines oléagineuses (Palmquist et al., 1993 ; Dhiman
et al., 2000). Cependant, un apport de matieres grasses sous forme de graines a maintenu voire
augmenté dans plusieurs cas le TB du lait (Kennelly, 1996 ; Dhiman et al., 2000 ; Petit et al.,
2004).

L’addition de lipides a la ration a un effet négatif sur la synthese mammaire des AG et par
conséquent sur la teneur en matiere grasse du lait. La synthese de novo des AG diminue
parallelement a I’augmentation du supplément lipidique (Grummer, 1991). Plusieurs facteurs
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peuvent intervenir. Palmquist et al. (1993) ont cité la quantité et le degré d’insaturation de la
matiére grasse ajoutée, le pourcentage de fourrages dans la ration et I’équilibre entre
I’augmentation de la quantité des AG a longue chaine prélevés par la mamelle et la réduction
de la synthése de novo, comme facteurs principaux affectant le TB. L’addition d’huile de
poisson abaisse le TB dans la plupart des cas (Offer et al., 1999, Petit et al., 2002) mais
I’addition d’huile de lin n’a pas d’effet sur la matiere grasse du lait (Offer et al., 1999 ; Loor et
al., 2005) en comparaison avec une ration témoin sans matiere grasse ajoutée. De méme,
I’infusion d’huile de lin dans le duodénum de vaches a raison de 500 g/j n’a pas d’effet sur le
TB en comparaison avec un apport de graines de lin entieres (Petit et al., 2002). L’effet négatif
d’un suppléement lipidique sur le TB est aussi lié¢ au rapport fourrages/concentrés dans la
ration. Griinari et al. (1998) ont trouvé qu’un régime pauvre en fibres supplémenté avec une
matiére grasse insaturée abaisse le TB du lait de 30% par rapport a un régime riche en fibres
supplémenté avec une matiére grasse saturée.

L’ autre effet négatif d’un supplément lipidique est une baisse du taux protéique du lait, que ce
soit un apport sous formes de graines oléagineuses entiéres, extrudées ou broyées ou de sels
calciques d’AG (Bayourthe et al., 2000). Wu et Huber, (1994) ont calculé d’aprés plusieurs
expériences utilisant différentes supplémentations lipidiques que I’augmentation de la teneur
en matiéres grasses dans la ration de 2,5 a 8% conduit a une diminution de 3,8% du taux
protéique du lait. Selon Wu et Huber, (1994), la quantité d’acides aminés disponibles pour la
synthése des protéines du lait dans la glande mammaire est insuffisante pour faire face a
I’augmentation de la production de lait induite par I’apport de lipides, d’ou la baisse de la
concentration en protéines du lait. Cependant, la diminution conjointe de TP et de production
du lait quand I’apport des graines de lin augmente de 7,8 a 20,9% de MS de la ration (Deaville
et al., 2004) ne peut pas étre expliquée par I’hypothese précédente. En général, cet effet négatif
n’est pas systématiquement constaté lors d'une supplémentation lipidique sous forme de
graines : des additions de graines de lin a 10 (Kennelly, 1996), 14,3 (Wilkinson et al., 2000),
ou 9,7% de la MS ingérée (Petit et al., 2004), n’ont pas diminué le TP.

3.2.3. Profil des AG du lait

Le lait de vache est relativement pauvre en AGPI, mais en revanche il contient des
concentrations importantes de C14:0 et C16:0 (Grummer, 1991). Malgré une

biohydrogenation intensive dans le rumen, la modification des AG du lait par I’apport de
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graines oléagineuses dans la ration est possible (Kennelly, 1996). Le tableau 4 présente les
principaux résultats déja obtenus avec de I’huile ou des graines de lin.

La modification du profil des AG du lait dépend du type de graines oléagineuses utilisées.
Parmi les graines oléagineuses, les graines de lin contiennent une grande quantité de C18:3
(Petit et al., 2002). Les proportions des AG de C10:0 a C16:0 dans la matiére grasse du lait de
vaches ingérant des rations supplémentées avec des graines de lin par rapport a une ration
témoin sont systématiquement diminuées (Petit et al., 2004 ; Gonthier et al., 2005). Mais la
proportion de C18:3 dans le lait lors de I'utilisation de graines de lin (Petit et al., 2004 ;
Gonthier et al., 2005) ou d’huile de lin (Offer et al., 1999 ; Dhiman et al., 2000 ; Chilliard et
al., 2003 ; Loor et al., 2005) reste relativement faible.

Une biohydrogénation intense peut expliquer le faible transfert de cet AG de la ration vers la
matiére grasse du lait. Avec un supplément lipidique (graines de lin traitées au xylose)
représentant 20,9% de la MS de la ration, soit I’équivalent de 1,1 kg d’huile de lin ou de 630 g
de C18:3 par vache et par jour, C18:3 ne represente que 2% des AG du lait (Deaville et al.,
2004).

Les méthodes de protection testées n’ont pas réussi a protéger C18:3 contre la
biohydrogénation ruminale. Ainsi, I'infusion duodénale d'huile de lin conduit a une proportion
de C18:3 dans le lait de 13,9% contre seulement 2% lors d'addition dans la ration des vaches
de graines de lin traitées par du formol (Petit et al., 2002), ce qui démontre que la faible teneur
en C18:3 du lait lors de I’apport de lin dans la ration est due a I'nydrogénation ruminale et non
a une faible capacité d'incorporation de cet AG par la mamelle.

Bien que la structure des graines puisse permettre a une partie des lipides d’échapper a la
biohydrogénation (Kennelly, 1996), les chevres consommant de I’huile de lin a raison de
3,40% de la MS de la ration ont une proportion plus élevée de C18:3 dans le lait que les
chevres consommant une ration supplémentée avec la méme quantité de graines de lin
concassées (Chilliard et al., 2003). L’huile, présentant des triglycérides libres facilement
hydrolysables, pourrait perturber le métabolisme ruminal et inhiber la biohydrogénation de ses
propres AG, et par conséquent permettre un transfert accru des AGPI vers le lait (Chilliard et
al., 2003).

Les données bibliographiques sur la teneur du lait en 9,11,15C18:3 (CLN majoritaires du lait)
sont rares, et les variations de leur teneur dans le lait suite a I’apport d’un supplément lipidique
n’ont pas été étudiées a notre connaissance. Banni et al., (1996) ont mesuré la concentration en
CLN dans le lait de brebis et de vaches issues de différents troupeaux et dans plusieurs

produits laitiers (les régimes alimentaires des vaches n’étaient pas mentionnés). Du CLN a été
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détecté mais en petites quantités, comprises entre 0,016 et 0,21% de la matiere grasse du lait,
soit des teneurs plus faibles que celles de cis-9,trans-11C18:2 (CLA majoritaire dans le lait).
Cette quantité était plus élevée dans le lait d’hiver que dans le lait d’été.

Loor et al., (2005) ont mesuré la teneur en trans-11,cis-15C18:2 dans le lait de vaches
recevant une ration riche ou pauvre en fourrages et supplémentée ou non avec de I’huile de lin
a raison de 3% de la MS de la ration. Sans supplémentation lipidique, la quantité de trans-
11,cis-15C18:2 était de 38 mg/l de lait, I’addition d’huile augmentait cette quantité a 375 mg/I
de lait.

L’utilisation de graines oléagineuses extrudées (graines de lin ou de soja) n’a pas permis
d’augmenter les proportions des AGPI (Chouinard et al., 1998 ; Gonthier et al., 2005), mais
elle a augmenté celles des intermédiaires trans dans le lait de vaches (Chouinard et al., 1997a ;
Abughazaleh et al., 2002). L’addition de graines de soja extrudées a la ration de vaches a
augmenté la concentration de trans-11C18:1 de 2,72 % a 11,44 % (Chouinard et al., 1997b) et
celle de cis-9,trans-11C18:2 de 0,42% a 1,99% (Chouinard et al., 2001) dans la matiere grasse
du lait.

La chaleur et la pression appliquées pendant I’extrusion peuvent favoriser la rupture des
membranes des cellules végétales et donc la libération des AG dans le rumen, diminuant ainsi
la part des AGI susceptibles d’échapper a la biohydrogénation, ce qui ralentirait la

biohydrogénation, d'ou une accumulation d'intermédiaires trans (Chouinard et al., 2001).

La biohydrogénation de C18:3 ou des AG de graines lin a été largement étudiée, la voie
proposée par Harfoot et Hazlewood (1988), qui ont fait la synthése des études sur le sujet,
semblant loin d’étre compléte. Plusieurs isoméres (conjugués et non conjugués de C18:3 et
C18:2), et de C18:1, ont été décrits dans des études menés in vitro et in vivo (dans le contenu
digestif ou dans le lait). Compte tenu de I’impact (positif ou négatif) de certaines isomeres sur
la santé humaine, et donc sur I’image de produits laitiers, I’approfondissement de notre
connaissance sur la biohydrogénation ruminale des AGPI de graines de lin s’avére nécessaire.
Les graines oléagineuses sont souvent traitées par la chaleur (extrudées, micronisées, etc...)
pour détruire les substances toxiques et antinutritionnelles. Ces traitements ne semblent pas
protéger les AGPI de la biohydrogénation ruminale, bien qu’une protection partielle des
AGPI ait cependant été observée dans certaines études. Au-dela de la protection des AGPI,
I’impact du traitement thermique des graines de lin sur les intermédiaires de la

biohydrogénation ruminale mérite aussi une étude plus approfondie.
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Tableau 4. Effet d’un apport lin (huile ou graines) sur la prodt

Jction et la composition du lait 1.

S >
Référence Espéce rigg:fe de MG et % de MS de (Llf;; OT/OB OT/OP Cl0auCl6 |C18:0 trans-C18:1 Cis-9,t-11C18:2 | C18:3
Huile
VA - YA
(Kelly et al., 1998) Vache 3&3&&225 de lin vs 5,30 % huile non|non| - gié etCl4 n_on 11,44 vs 12,39 % 1,67vs2,44% |0,44vs 0,19 %
. - PR
(Chouinard et al., 1998) | Vache ﬁrf)vssazlé?godiﬁs acides gras d’huile de non| - |non|- 14,99 vs 11,37 % | 10,42 vs 1,54 % 0,31vs 0,24 %
(Offer et al., 1999) Vache | 250 g huile de lin par jour vs témoin. | non|non| - |- 15,63 vs 12,31 % | 2,12 vs 1,09 % 0,28 vs 0,16 % | 0,72 vs 0,84 %
(Dhiman et al.,2000) Vache | 4,40 % huile de lin vs témoin. non| - |non|- + + +
A - — -
(Loor et al., 2005) Vache ficﬁeh:rzlioduerrlzzlgss témoin (ration non non|non |- 110vs 45,30 g/j |77,10vs 18,20 g/j|11,30 vs 4,39 g/j| 5,53 vs 8,42 g/j
(Chilliard et al., 2003) | Chevre | 3,40 % huile de lin vs témoin. non| + | + |- 13,80 vs 9 % 1,40 vs 0,60 % | 1,70 vs 0,40 %
Graines’
(Kennelly, 1996) Vache | 15 % graines entiéres vs témoin. nonfnon| - |- 28,43 vs 19,09 % 1,24 vs 0,83 %
(Kennelly, 1996) Vache | 10 % graines entiéres vs témoin. - |non|non|- 13,75vs5 9,12 % 0,77 vs 0,47 %
5 - =
(Petit, 2002) Vache 10,70 % Qe graines ent|_eres \./S,17’70 non| + |non|non non 0,90 vs 1,04 %
% de graines de soja micronisees.
6,70 % de graines entiéres traitées
(Petit et al., 2002) Vache | au formol vs infusion de 500 g non [ non | non gig 2: gig nin 2vs 13,90 %
d’huile du lin au duodénum.
0 - ;s 0,
(Petit, 2003) Vache | 1140 % graines protégees par le - | non | non | non 19.70vs 19,9 % 1,08 vs 0,93 %
formol vs 13,30 % non protégées.
(Petit et al., 2004) Vache | 9,70 % graines entiéres vs témoin. + [(non|non|- 13,70 vs 8,40 % 1,10 vs 0,60 %
3 - —
(Deaville et al., 2004) | Vache igigge"s 7,80 % graines traiteesau | |0 || 16,20 vs 8,60 % | 1,86 vs 1,37%
(Gonthier et al., 2005) | Vache | 12,60 % graines vs témoin. non non|non | - 18,23 vs 11,40 % | 4,30 vs 2,30 % 157vs0,90% |1,3vs0,4%
5 - —
(Wilkinson et al., 2000) | Brebis 14’30.A) gramnes protegees au formol non [non | non | non non 4,60 vs 2,70 %
Vs graines protégées.
(Chilliard et al., 2003) | Chévre | 3,40 % graines crues vs témoin. non| + | + |- + non Non 1,20 vs 0,40 %

L _: diminution, + : augmentation, Non : non affecté par le traitement, blanc : non déterminé.

Zgraines : graines de lin si origine non précisée.

45




Etude experimentale



1. MATERIELS ET METHODES GENERAUX

L’objectif principal de ces expériences était d’étudier I'importance et les intermédiaires de la
biohydrogénation de C18:3, en s'intéressant plus particulierement aux intermédiaires
spécifiques (CLN et trans-11,cis-15C18:2) et aux différents isoméres trans-C18:1 produits.
Les facteurs de variation étudiés étaient deux traitements de la graine de lin : conditionnement
et extrusion. Enfin, ces études ont permis de quantifier I'effet d'une addition de graines de lin
et de leur extrusion sur la composition du lait en AG.

Cette partie présente les méthodes expérimentales, les analyses chimiques et statistiques et les
modalités générales des expériences. Des protocoles et des méthodes spécifiques a chaque

experimentation seront abordés dans les parties suivantes.

1.1. Sources de matiére grasse

Nous avons choisi le lin (Linum usitatissimum L.), parce qu’il contient majoritairement du
C18:3, objet de notre étude. La source de matieres grasses que nous avons utilisee était en
réalité un mélange composé de 70 % de graines de lin et de 30 % de son de blé, les mots
graines de lin désigneront ce mélange dans nos expeériences. En effet, a cause de leur teneur
élevée en huile, les graines de lin sont difficiles a extruder et le son de blé permet d'éviter les
pertes d'huile. Ce mélange était utilisé cru (LC), sans autre traitement qu'un broyage a I’aide
d’une grille de 3 mm, ou apres avoir subi deux traitements technologiques différents :

- broyage a la grille de 6 mm et conditionnement a 35 °C (LM). Le conditionnement est

également appelée maturation dans I’industrie alimentaire

- broyage a la grille de 3 mm, conditionnement a 50 °C et extrusion a 120 °C (LE).

1.2. Animaux

Les animaux utilisés pendant toutes les expérimentations étaient des vaches laitieres taries ou

en lactation, de race Prim’Holstein.

1.3. Analyses chimiques

Ces analyses ont été effectuées sur les matiéres premiéres : graines de lin (mélange graines de

lin-son) crues, conditionnées et extrudées et les autres composants des rations, et sur les
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prélevements (contenus digestifs, cultures in vitro et contenus des sachets in situ, lait et
plasma). Avant d’étre analysés, les prélevements congelés de contenus digestifs, de cultures in
vitro, de contenus des sachets in situ, et du lait étaient transférés au lyophilisateur (Vitris
Freezemobile 25, Vitris Gardiner, New-York, Etats-Unis). Les lyophilisats étaient broyés a

I’aide d’un broyeur a billes (Dangoumeau Prolabo, Nogent-sur-Marne, France).

1.3.1. Analyses chimiques générales

La détermination de la MS a été effectuée pour tous les échantillons. La MS de I’ensilage de
mais a été déterminée par séchage a 60 C° durant 72 h, et pour les autres échantillons par
séchage a 103 C°durant 24 h, a I’étuve. La matiére azotée totale (MAT) a été dosée par la
méthode de KIELDHAL. Le NDF et I'ADF ont été analysés comme décrit par Van Soest et al.
(1991).

1.3.2. Dosage des AG dans les matieres premieres, les lyophilisats et le
plasma

Avant la méthylation, les échantillons de plasma ont été soumis a une extraction des lipides

totaux selon la méthode de Folch et al. (1957) en appliquant les étapes suivantes :

- Ajouter a 1 ml de plasma, 5 ml de mélange chloroforme-méthanol (2-1), puis mélanger
rapidement et agiter durant 15 min.

- Ajouter 1,2 ml de solution de NaCl a 0,9 %, melanger 30 s au Vortex.

- Ajouter 50 ul d’étalon interne (C19:0, 2 mg/ml de chloroforme).

- Centrifuger a 1125 g pendant 10 min, enlever la phase supérieure a I’aide d’une pompe a
vide et récuperer la phase inférieure.

- Reéextraire le disque interfacial en suivant les mémes étapes sauf I’addition d’étalon

interne.

Mélanger les deux phases chloroformiques obtenues et évaporer sous azote a 50 °C.

La matiere grasse du plasma ainsi extraite, les matieres premiéres de la ration et les
lyophilisats ont été soumis a une extraction-méthylation, comme décrit par Park et Goins
(1994), permettant d’obtenir des esters méthyliques. Selon cette méthode, la méthylation des
AG se fait en deux étapes : une méthylation basique suivie par une méthylation acide. Cette
méthode, n’entraine pas d’isomérisation de cis-9,trans-11C18:2 (Duckett et al., 2002).

Le traitement des échantillons selon cette méthode a suivi la procédure suivante :
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Selon la nature de I’échantillon, peser dans un tube 150 mg de digesta ou de matiére
premiére, 50 mg de lait ou 1 ml d’extrait lipidique de plasma.

Ajouter & chaque tube (sauf les échantillons de plasma) 200 pL d’étalon interne (C19:0, 4
mg /ml de diclorométhane) et 2 ml de solution méthanolique de NaOH a 0,5N (préparée
préalablement en dissolvant 20 g de NaOH dans 1000 ml de méthanol).

Fermer et agiter des tubes pendant 1 min au vortex a une vitesse lente, puis chauffer au
bain-marie a 90°C pendant 10 min.

Refroidir rapidement sous un courant d’eau froide, puis ajouter 2 ml de triborone floride
(BF3) a 14%, agiter pendant 1 min au Vortex a une vitesse lente, puis chauffer pendant 10
min a 90°C, et laisser refroidir les tubes a température ambiante.

Ajouter 2 ml d’hexane et 4 ml d’eau distillée puis mélanger pendant 5 min a I’aide d’un
culbuteur, a vitesse moyenne.

Centrifuger a 2880 g pendant 10 min.

Prélever de la phase supérieure au moyen d’une pipette et transférer dans un autre tube.

1.3.2.1. Chromatographie sur couche mince

Les extraits des esters méthyliques obtenus a partir des différents échantillons (sauf les

matiéres premiéres) ont été analysés par chromatographie sur couche mince imprégnée de

nitrate d’argent (CCM-Ag), pour séparer les différents isomeres trans-C18:1 selon la méthode
décrite par LeDoux et al. (2002).

Les étapes sont :

Préparer des plaques : les plagues de verre utilisées (plates 20 x 20 cm, Silica gel 60, Merk
KGaA, Germany) étaient déja enduites avec une couche de silice.

Immerger la plaque dans une solution de nitrate d’argent (préparée préalablement en
dissolvant 10 g de nitrate d’argent dans 100 ml d’acétonitrile) pendant 30 min, puis la
laisser sécher 10 & 15 min a I’air.

Conditionner les plagques a 120°C pendant 20 min.

Evaporer sous azote a 50°C 1,5 ml de solution hexanoique contenant les méthyl esters des
échantillons a analyser, puis ajouter 100 upl de n-hexane, et déposer sur la plaque
conditionnée une bande de 6 cm de longueur.

Ajouter de nouveau 50 pl d’hexane afin de récuperer la totalité de I’échantillon et le

déposer sur la méme bande. On peut déposer deux échantillons par plaque.
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- Mettre la plaque dans une cuve saturée par le mélange 9:1 (v/v) de n-hexane et d’éther
éthylique.

- Laisser migrer jusqu’a ce que le front de solvant soit @ 1 ¢cm du bord supérieur de la
plaque. Sortir la plaque et laisser sécher puis la réveler par pulvérisation d‘une solution de
2'-7'-dichlorofluorescéine et I’examiner sous UV.

- Gratter la zone correspondant aux isomeres trans-C18:1 et la récupérer dans un tube a
centrifuger, auquel on ajoute successivement 1,5 ml de méthanol, 2 ml d’hexane, et 1,5 ml
de solution de NaCl a 5 %.

- Agiter puis centrifuger les tubes a 200 g pendant 5 min.

- Reécupérer les phases supérieures hexanoiques et réextraire les phases inférieures avec 2 ml
d’hexane.

- Réunir les deux phases hexanoiques et évaporer sous azote. Les esters méthyliques de
trans-C18:1 ainsi obtenus sont récupérés dans 200 ul d'hexane et transférés dans des

flacons d’échantillonnage pour étre analysés en CPG.

1.3.2.2. Chromatographie phase gazeuse

Les profils des AG totaux des matieres premiéres, du plasma, des lyophilisats et des isomeres
trans-C18:1 ont été déterminés par CPG (Agilent 6890N, équipé avec un auto injecteur
modele 7683, Network GC System, Palo Alto, California, USA). Une colonne capillaire en
silice fondue a été utilisée (CPSil88, 100 m x 0.25 mm ID, Chrompack-Varian, middleburg,
Bays Bas). La température du detecteur a flamme ionisé était maintenue a 260°C et celle de
I’injecteur a 255°C avec un split ratio de 1:50 sauf dans le cas des échantillons de plasma ou
I’injection était splitless. Le gaz porteur était I’hélium avec une pression constante de 24,6 psi.
Le volume d’échantillon injecté était de 0,5 ul. La tempeérature initiale du four était de 70°C,
maintenue pendant 1 min, puis augmentée de 5°C/min jusqu’a 100°C, maintenue a 100°C
pendant 2 min, augmentée de 10°C/min jusqu’a 175°C, maintenue a 175°C pendant 40 min,
augmentée de 5°C/min jusqu’a 225°C et maintenue a 225°C pendant 15 min, comme décrit
par Loor et al. (2002b). Avec cette méthode, les pics trans-6, trans-7 et trans-8C18:1 coéluent,
et seront donc considérés ensemble (trans-6+7+8C18:1), de méme pour les pics trans-13C18:1
et trans-14C18:1 qui seront également considérés ensemble (trans-13+14C18:1). D'autre part,
I’utilisation de cette méthode ne permet pas la séparation complete des pics de trans-10C18:1
et de trans-11C18:1. On les désignera donc dans cette étude par I’abbréviation trans-

10+11C18:1. La proportion totale de ces deux isomeéres était utilisée comme référence pour
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calculer les proportions des isomeres trans-C18:1 sépares sur plaques par CCM-Ag. Comme
Cis-9C18:1 coélue dans cette méthode avec trans-13C18:1, trans-14C18:1 et trans-15C18:1, la
proportion de cis-9C18:1 était corrigée par soustraction des proportions de ces AG
déterminées par CCM-Ag/CPG (Precht et Molkentin, 1999).

Avec I’utilisation de cette méthode I’étalon interne C19:0 coélue avec le cis-15C18:1 (Loor et
al.,, 2004), qui est un intermédiaire de la biohydrogénation de C18:3 (Figure 2). Les
échantillons de lait ont donc été réanalysés avec la méthode suivante, permettant une
séparation compléte du C19:0 et cis-15C18:1 : la température du détecteur de flamme ionisé
était maintenue a 260°C et celle de I’injecteur & 255°C avec un split ratio de 1:50. Le gaz
porteur était I’hydrogéne, avec une pression constante de 24,6 psi. Le volume d’échantillon
injecté était de 0,1 ul . La température initiale du four était de 60°C, maintenue pendant 1 min,
puis augmentée de 20°C/min jusqu’a 150°C, maintenue a 150°C pendant 10 min, augmentée
de 2°C/min jusqu’a 175°C, maintenue a 175°C pendant 20 min, augmentée de 10°C/min
jusqu’a la température finale de 225°C et maintenue a 225°C pendant 10 min.

L’identification et la quantification des pics ont été faites a I’aide de standards commerciaux
(Sigma, St. Louis, USA). En l'absence de standards commerciaux, I’identification de trans-4
au trans-8 et de trans-12 au trans-16C18:1 ainsi que de trans-11,cis-15C18:2 a été faite par
comparaison avec des chromatogrammes publiés (Precht et Molkentin, 1999), et la
quantification des trans-C18:1 a éte effectuee en leur appliquant le méme ratio quantité/aire du
pic que celui du trans-11C18:1, pour lequel un standard commercial est disponible.

Le CLN a été identifié par CPG couplée a un spectrophotometre de masse, par I'Unité INRA
FLAVIC de Dijon. Les esters méthyliques d'acides gras ont été transformés en dérivés 2-
alkenyl-4,4-diméthyloxazoline (DMOX) selon la méthode décrite par Yurawecz et al (1994) :
100 pl de 2-amino-méthyl-1-propanol étaient ajoutés aux méthyl-esters d'AG, le mélange a été
maintenu a 170°C pendant 8h sous atmosphere d'azote. L'analyse des dérivés DMOX a été
réalisée sur un chromatographie phase gazeuse couplé a un spectrophotométre de masse (GC-
2010 et QP-2010, Shimadzu, Champs sur Marne, France), et équipé d’une colonne CPSil88,
décrite ci-dessus. Le gaz porteur était I'hélium, avec une vitesse constante de 24,3 cm/s. La
température du four montait de 60°C a 210°C a raison de 20°C/min, et la température de
210°C était maintenue 50 min. L'injecteur, en mode splitless, était maintenu & 250°C. Les
spectres de masse d'impact d'électron étaient enregistrés a 70eV entre 100 et 450 amu. Cette
identification a permis de mettre en évidence 4 pics de 9,11,15C18:3, correspondant
probablement a 4 combinaisons de configurations stériques. Seul le pic le plus important a été

quantifié dans les analyses CPG des échantillons, et qualifié de CLN.
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Des exemples de chromatogrammes des AG C18 d’un échantillon complet détermine par
chromatographie en phase gazeuse sans séparation préalable par CCM-Ag et le
chromatogramme des isomeres trans-C18:1 separés préalablement sur plaques par CCM-Ag

de méme échantillon font I’objet respectivement de figures 3 et 4.
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Figure 3. Exemple de chromatogramme des acides gras C18 d’un échantillon complet.
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Figure 4. Exemple de chromatogramme des isomeéres trans-C18:1 séparés sur plaques par
CCM-Ag.

1.3.3. Dosage des AGV et de I’'ammoniac

Les AGV ont été analysés selon la methode de Jouany (1982) en appliquant les étapes

suivantes :

- Centrifuger du jus de rumen pendant 10 min a 4000 g.

- Prendre 750 ul de surnageant + 150 ul d’acide métaphosphorique, laisser agir pendant 30
min, puis centrifuger 10 min & 20000 g.

- Reprendre 600 ul de surnageant + 100 pl d’étalon interne (acide 4-méthyl-valérique).

1 pl de chaque échantillon était ensuite injecté manuellement dans le CPG & I’aide d’une

seringue de 10 ul (Exmire microsyringe, ITO corporation, Fuji, Japon). Les AGV étaient

déterminés et quantifiés a I’aide de standards commerciaux.

Le dosage de I’azote ammoniacal a été fait selon la méthode de Nessler adaptée par Hach et
al., (1985, 1987) et les échantillons ont été préparés comme suit :
- Préparer une solution mére de NH4Cl & 297,2 mg/l correspondant & 100 mg/l de NH,".

- Etablir une gamme étalon de 0 & 20 mg/l de NH,".
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- Centrifuger le jus de rumen a 20000 g pendant 15 min.

- Prendre 0,5 ml de surnageant et compléter par de I’eau distillée a 10 ml.

- Ajouter a chaque tube 3 gouttes de réactif azote ammoniacal 1, puis 400 ul de réactif
Nessler (HACH Europe, Dusseldorf, Allemagne).

- Agiter puis laisser reposer 10 min.

- Lire sur spectrophotomeétre a 420 nm.

1.3.4. Détermination des taux butyreux et protéique

Les prelévements de lait ont été envoyes au laboratoire interprofessionnel d’analyses laitiéres
du Sud-Ouest pour la détermination du TB et du TP.

1.4. Calculs et analyses statistiques

La biohydrogénation des AGI in vitro, in situ, dans le contenu duodénal, ou le contenu ruminal
a été calculée par différence entre les proportions de chaque AGI dans le prélevement et ses
proportions dans la ration (contenu digestifs) ou le substrat (in vitro et in situ), selon la
formule (Wu et al., 1991) :
100-100*(AGI / C18 dans le rumen ou le duodénum) / (AGI / C18 dans la ration),

C18 désignant I’ensemble des AG a 18 carbones.
L’estimation des paramétres de cinétique de biohydrogénation in vitro et in situ a été fondee
sur I’équation de dégradation des protéines décrite par Orskov et McDonald (1979), avec
I’utilisation du modéle suivant :

P= Po*e(-(cc -Dc+cm-Dm+ce-De)-(t-(Ic-Dc+Im-Dm+le - De))
dans lequel, PO est la proportion initiale de I’AGPI, cc, cm et ce, les vitesses respectives de
biohydrogénation du lin cru, conditionné et extrudé, Ic, Im et le, les temps respectifs de latence
avant biohydrogénation du lin cru, conditionné et extrudé, et t, la durée d’incubation (heures).
Dc est codé 1 pour LC et 0 pour les autres formes de lin, Dm est codé 1 pour LM et 0 pour les
autres formes de lin, De est codé 1 pour LE et O pour les autres formes de lin. Les paramétres
de I’équation et les différences de vitesses ou de temps de latence de biohydrogénation ont été

calculés avec le modele de régression non linéaire de SYSTAT.
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L’effet du traitement du lin sur la vitesse de biohydrogénation ou sur le temps de latence a éeté
déclare significatif lorsque I’intervalle de la différence (95%) correspondante ne contenait pas
0.

Les proportions des AG a chaque temps d’incubation in vitro étaient comparées entre les
traitements de graines de lin par I’utilisation du modele linéaire général de SYSTAT (Version
9; SPSS Inc., 1998 Chicago IL, Etas-Unis) :

Proportion d’acide gras = moyenne générale + effet traitement + effet série + «.

Les expériences in vivo et in situ avec des vaches fistulées, ainsi que les expériences in vivo
avec des vaches en lots ont été réalisees en carré latin 3x3. Les proportions des AG, la
production et la composition du lait et les proportions des AG a chaque temps d’incubation in
situ ont été comparées entre les traitements de graines de lin par I’utilisation du modéle
linéaire général de SYSTAT :
Y = moyenne générale + effet traitement des graines + effet période + effet vache + «.

Le test de Tuckey a été utilisé pour comparer les effets de traitements deux a deux lorsqu’un
effet significatif était détecté. La différence entre traitements était déclarée significative a P <
0,05.

Les paramétres fermentaires du rumen ont été analysés en mesures répétées, le régime étant un

facteur a étudier et le temps étant un facteur de répetition.
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2. PARTIE I. EFFETS DU CONDITIONNEMENT ET DE L’EXTRUSION
DE GRAINES DE LIN SUR LA BIOHYDROGENATION DES AGPI IN
VITRO

L’objectif de cette expérience in vitro était de préciser quels sont les intermédiaires de
biohydrogeénation des AGPI des graines de lin, et d’étudier les effets du conditionnement et de
I’extrusion des graines de lin sur la biohydrogénation ruminale et sur I'équilibre des
intermédiaires de cette biohydrogénation. En effet, les études concernant I’effet des
traitements thermiques des graines de lin sur la biohydrogénation de C18:3 sont relativement
limitées (Soita et al., 2003 ; Gonthier et al., 2004b).

2.1. Matériels et méthodes spécifiques

2.1.1. Source de matiére grasse et milieu d’incubation

La source de matiére grasse était un mélange de 70 % de graines de lin et de 30 % de son de

blé sous trois formes : LC, LM et LE. Toutes les formes étaient broyées a la grille de 0,5 mm,

et 0,4 g étaient incubés dans chaque erlenmeyer. La composition chimique des graines de lin

est présentée dans le tableau 5.

Le milieu d’incubation utilisé pour cette expéerience se composait pour chaque erlenmeyer de :

- 60 ml du jus de rumen fraichement prélevé et filtre.

- 60 ml de tampon bicarbonaté et phosphate.

- 1,2 g de pois broyé a la grille de 3 mm.

- 2,59 de paille ayant séjournés 12 h dans un sachet nylon (45um de porosité) dans le rumen
d’une vache fistulee.

Le prélevement de jus de rumen était effectué le matin a I’aide d’une pompe a vide, sur des

vaches Prim’Holstein taries, équipées d’une canule ruminale, et recevant une ration constituée

d’ensilage de mais et de concentrés. Le jus était immédiatement filtré. Le trajet entre la ferme

et le laboratoire prenait 30 min, pendant lesquelles le jus était conservé dans une bouteille

pleine et fermée, a 39 C°.

Le tampon utilisé (Enjalbert et al., 2003) se composait de (g/l):

- NaHCO;: 9,24¢g

- NayHPO,4.2H,0 : 19,59

- NaCl: 0,705¢

- KCI:0,675g
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- CaCl,.2H,0 : 0,108g
- MgS0..7H,0 : 0,180g

Tableau 5. Composition chimique des graines de lin

Graines de lin LC LE LM
MS, % de la matiére brute 92,28 93,62 89,36
% de MS

MG 26,27 31,07 28,35
NDF 28,45 30,33 29,53
ADF 13,34 12,36 12,19
MAT 19,17 19,61 19,36
Cendres Brutes 4,27 4,34 4,44

Profil des AG (g d’AG /100 g de C18?)

C18:0 3,49 3,55 3,32
cis-9C18:1 17,97 18,07 16,55
C18:2 19,12 19,21 19,78
C18:3 58,14 57,85 59,08

LLC : graines de lin crues, LM : graines de lin conditionnées, LE : graines de lin extrudées.
2 AG 4 18 carbones.

Le pois était utilisé comme source d’azote et d’amidon pour les micro-organismes pendant la
durée d’incubation. Presque la moitié de la population des bactéries du rumen se trouve
attachée aux particules alimentaires, et la biohydrogénation se déroule plus rapidement en
présence des particules alimentaires (Agazzi et al., 2004). Nous avons donc incubé des sachets
de Nylon contenant 2,5 g de paille broyée a la grille de 3 mm dans le rumen pendant la nuit

précedant le prélevement. Le matin, ils ont été retirés juste avant le prélévement du jus.

2.1.2. Protocole

Un bain-marie rotatif (Aquatron, Infors AG, Bottmingen, Allemagne) de capacité 15 flacons, a
été utilisé pour les incubations. Les flacons utilisés étaient des erlenmeyers de 250 ml, bien

fermés par des bouchons. De maniere a laisser s’échapper les gaz de fermentation au fur et a
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mesure de leur production sans que de I'air ne puisse rentrer, chaque bouchon était traversé par
une aiguille connectée a un tube dont I’extrémité plongeait dans I’eau du bain-marie. Avant
d’introduire la solution tampon dans les erlenmeyers, elle était préchauffée a 39°C et saturée
en CO,, conduisant a un pH neutre.

Le milieu d’incubation et le substrat ont été introduits dans les flacons, puis on a completé
I’espace restant par du CO, pour assurer un environnement en anaérobiose. L’incubateur était
réglé a 39°C, son mouvement circulaire dans un plan horizontal était de 130 tours/min et une
couverture plastique noire était mise sur I’Aquatron pendant toute la période de I’incubation
pour mettre les flacons a I’abri de la lumiere.

Aux horaires souhaites, I’ Aquatron était arrété, les erlenmeyers étaient rapidement placés dans
de I’eau glacée afin d’arréter la biohydrogénation ruminale, le pH était mesuré et le contenu
des erlenmeyers était transféré dans des pots tarés, pour congélation. Les pots congelés étaient
transférés au lyophilisateur (Vitris Freezemobile 25, Vitris Gardiner, New-York, Etats-Unis).
Apreés la lyophilisation, le poids de chaque pot était mesuré. Les lyophilisats étaient broyés a
I’aide d’un broyeur a billes (Dangoumeau Prolabo, Nogent-sur-Marne, France). Le contenu
des pots était ensuite transféré dans des petits flacons en plastique et congelé en attendant

I’analyse.

2.1.3. Planning des incubations

Les incubations ont été effectuées par séries, chaque série comprenant 4 erlenmeyers : un
blanc sans source de matiere grasse ajoutée (pour éliminer les AG qui ne provenaient pas du
produit testé, en soustrayant des AG présents dans I’erlenmeyer contenant le produit a tester
les AG du blanc incubé dans la méme série et pendant la méme durée), et trois erlenmeyers
contenant LC, LM, LE. Deux séries étaient traitées a la fois. Les durées d’incubations étaient
de 2, 4, 8, 16 et 24 h, et pour chaque durée d’incubation cinq répétitions ont été faites.

Les mises en incubation étaient faites a 9h00 pour les durées d’incubation de 2, 4 et 8 h, a
16h30 pour les durées d’incubation de 16 et 24 h.
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2.2. Résultats

2.2.1. Effet des traitements du lin sur la cinétigue de disparition des AGPI :

vitesse de biohydrogénation et temps de latence

Le pH du milieu était supérieur a 6 pendant toute la durée d’incubation (Figure 5).
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Figure 5: Evolution du pH en fonction de la durée d’incubation in vitro de graines de lin crues
(LC), conditionnées (LM) ou extrudées (LE).

Les cinétiques de disparition de C18:2 et de C18:3 figurent sur le tableau 6.

Le temps de latence pour la biohydrogénation de C18:2 était voisin de 1 h avec LC et LE, mais
ne différait pas significativement de zéro avec LM. Ce temps de latence pour C18:3 n’a pas été
affecté par les traitements des graines de lin, et il ne différait pas significativement de zéro

avec les trois formes de graines de lin.
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Les vitesses de biohydrogénation de C18:2 et de C18 :3 étaient significativement plus faibles
avec LM qu'avec LC, et ceux obtenus avec LE ne différaient pas significativement de ceux

obtenus avec LE et LM.

Tableau 6. Effet des traitements du lin sur le temps de latence et la vitesse de biohydrogénation

des AGPI incubés in vitro (moyenne + ECTM).

Traitement’ LC LM LE
C18:2

Temps de latence, h 1,0°4£0,3 0,4+0,5 0,8°+0,4
Vitesse de biohydrogénation, %/h  23,8%+ 3,3 13,7°+1,7 18,2 + 2.4
r? 0,89

C18:3

Temps de latence, h 04+05 0,3+£0,5 0,3+£0,5
Vitesse de biohydrogénation, %/h  23,2°+ 3,8 13,0°+ 1,6 18,2 +27
r? 0,87

ILC: cru, LM: conditionné, EL: extrudé.

2P |les moyennes affectées d’une lettre différente & I’intérieur d’une méme ligne différent significativement (P <
0,05).

¢ Le temps de latence différe significativement de zéro.

La disparition des AGPI des graines de lin était rapide pendant les 8 premiéres heures
d’incubation, mais entre 8 h et 24 h d’incubation la disparition était lente (Figures 6 et 7).
Aprés 8 h d’incubation, environ 82 % du C18:3 initial avait disparu, alors que de 8 h a 24 h

d’incubation 8 % seulement du C18:3 initial ont disparu.
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Figure 6 : Pourcentage de C18:2 (% des AG C18 totaux) avec les graines de lin crues (LC),

conditionnées (LM) ou extrudées (LE), en fonction de la durée d’incubation in vitro.
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Figure 7 : Pourcentage de C18:3 (% des AG 18 totaux) avec les graines de lin crues (LC),

conditionnées (LM) ou extrudées (LE), en fonction de la durée d’incubation in vitro.




2.2.2. Effet des traitements du lin sur les proportions de C18:0, cis-9C18:1,
C18:2 et C18:3

La proportion de C18:0 était plus élevée avec LC qu'avec LM ou LE pour toutes les durées
d’incubation (tableau 7). A 8 h d’incubation, la proportion de C18:0 était significativement
plus élevée avec LC qu’avec LM et de 16 h a 24 h était significativement supérieure avec LC
par rapport a LE, mais il n’y avait par contre aucune différence significative entre LM et LE.
De 4 a 24 h d’incubation, la proportion de cis-9C18:1 était plus élevée avec LE : la différence
était significative de 8 h a 24 h avec LC, mais il n’y avait pas de différence significative par
rapport a LM. Hormis a 4 h d’incubation, la proportion de C18:2 était significativement plus
élevée avec LM qu’avec LC pour toutes les autres durées d’incubation. De méme, la
proportion de C18:2 était plus élevée avec LE qu’avec LC a 8 h et 16 h d’incubation. A 8 h
d’incubation la proportion de C8:2 était significativement plus élevée avec LM qu’avec LE.
Parallélement, de 2 h a 16 h la proportion de C18:3 était plus élevée avec LM qu’avec LC ou
LE. A 24 h, les deux types de traitements des graines de lin ont conduit a une proportion
significativement plus élevée de C18:3 que LC.

Ainsi, globalement, les proportions des AGPI étaient dans I’ordre suivant : LM > LE > LC, et
a partir de 4h d’incubation la proportion de cis-9C18:1 était dans I’ordre suivant : LE > LM >
LC (Tableau 7).
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Tableau 7. Effet des traitements du lin sur les proportions des AG et des intermédiaires de biohydrogénation incubés in vitro (en % C18).

durée d’incubation, h 2 4 8 16 24

traitement LC LM LE ET? [LC LM LE ET [LC LM LE ET [LC LM LE ET [LC LM LE ET
C18:0 12,57 12,16 11,52 1,20 (26,48 1518 19,57 2,82 |54,34* 43,68° 4519® 1,64 |62,23* 55,40® 52,52° 1,60 [68,54* 62,15* 59,30° 1,10
Cis-9C18:1 17,15* 1530° 18,62* 0,41 (14,33 1538 16,41 1,12 |6,57° 9,08° 10,7 0,559 |6,08° 7,15 853* 04 |510° 583* 7,08 0,31
trans-Cl18:1totaux |7 24* 4,77° 588® 0,40 |12,61*° 8,35° 11,77%° 0,41 (18,22 17,42 19,68 0,60 |1545° 14,67° 17,67* 0,47 |13,36° 13,33" 16,24% 0,70
trans-4C18:1 025 014 024 006 [0,25° 0,10° 0,20° 003 [0,34 030 039 003 [044 015 024 009 [027 030 0118 0,03
trans-6+7+8C18:1 1035 0,21° 0,30° 0,02 |0,67° 0,30° 049° 005 [0,89 0,75 0,76 005 |0,76° 063" 0,71* 0,03 (059 048 061 0,04
trans-9C18:1 0,30* 0,14° 0,28 0,03 [0,47° 0,19° 040® 0,05 |048 042 040 003 (048 043 051 002 |054 031 058 0,07
trans-10+11C18:1 |4 15* 2,88° 3,53® 021 |6,87° 520° 7,32° 0,19 [10,53° 11,16® 12,84 0,53 (8,77 8,87° 11,03* 0,32 |7,56° 7,81° 10,23* 0,43
trans-12C18:1 0,38 023 020 005 [064*° 034" 055 004 065 069 048 013 [058 065 076 008 [024 059 048 0,12
trans-13+14C18:1 |1 01* 0,66° 0,72® 0,06 |2,06°0 1,05° 1,56° 0,12 (2,48 2,14® 235" 007 (2,22 19 224 007 202 192 204 0,09
trans-15C138:1 039 024 020 0,07 |068° 043" 055° 0,07 |1,26° 1,001° 1,11* 006 (1,01 089 100 004 [1,00 091 094 0,05
trans-16C18:1 041 025 030 005 (095 049° 0,70° 005 |1,41 097 1,36 015 (1,19 1,10 1,18 004 |1,15 1,12 1,08 0,05
cis-9,trans-11C18:2 |041 019 0,33 0,07 [1,06 096 129 0,09 |0,85° 1,12® 1,47° 0,09 [0,99° 1,29 162*° 0,09 [0,95° 1,13® 1,40° 0,09
trans-11,cis-15C18:2 1283 140 239 0,38 (343 313 4,13 027 [250° 318" 369 0,15 [2,11° 256® 319° 0,18 [1,91° 2,11® 290° 0,20
Cl18:2 14,79" 16,15 15,66® 0,27 (9,84 12,67 10,92 0,80 [2,38° 4,82° 3,68 0,26 [2,30° 3,62* 3,07° 0,17 [1,39° 276° 1,99 0,23
CLN 062 023 043 011 (149 151 173 013 |0,81° 1,35%® 1,82° 0,17 [1,14* 1,76 2,09° 016 |142 158 1,87 0,21
Ci8:3 39,99° 46,76° 42,26° 1,02 |26,04° 40,67* 30,80° 1,60 |7,53° 1511° 9,34° 0,79 |5,41° 10,08* 8,05° 052 [3,72° 8,12* 6,56° 0,54

LC: mélange cru contenant 70% graines de lin + 30% son de blé, LM : mélange conditionné contenant 70% graines de lin + 30% son de blé, LE: mélange extrudé contenant
70% graines de lin + 30% son de blé.
2 ET : écart-type de la moyenne.
*¢_es moyennes affectées d’une lettre différente a I’intérieur d’une ligne et pour une méme durée d’incubation différent significativement (P < 0,05).
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2.2.3. Effet des traitements du lin sur les intermédiaires de

biohydrogénation

A 16 h et 24 h d’incubation, la proportion de CLN était significativement plus élevée avec LE
qu'avec LC, mais il n’y avait pas de différence significative entre LM et LE.
Dés 8 h d’incubation, les proportions de cis-9,trans-11C18:2 et trans-11,cis-15C18:2 étaient

significativement plus élevees avec LE qu’avec LC. LM conduisait a des proportions

intermédiaires mais il ne différait pas significativement de LC.
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Figure 8 : Evolution de la proportion de trans-C18:1 totaux (% des AG C18) au cours de

I’incubation in vitro de graines de lin crues (LC), conditionnées (LM) ou extrudées (LE).

La proportion de trans-C18:1 totaux a été affectée par les traitements des graines de lin en
fonction de la durée d’incubation (Tableau 7 et figure 8) : a 2 h et a 4 h d’incubation, la
proportion de trans-C18:1 totaux était significativement plus élevée avec LC qu’avec LM. A
16 h et a 24 h d’incubation la proportion de trans-C18:1 totaux était supérieure avec LE par

rapporta LM ou LC.
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A 4 h d’incubation, les proportions de tous les trans-C18:1 étaient significativement plus
élevées avec LC qu’avec LM. Parmi les trans-C18:1, trans-10+11C18:1 avaient la proportion
la plus élevée pour toutes les formes de graines de lin et pour toutes les durées d’incubation.
Leurs proportions étaient significativement plus élevées avec LE qu’avec LC a8 h, 16 h et 24
h d’incubation. La proportion de trans-13+14C18:1 était la plus élevée aprés celle de trans-
10+11C18:1, et ce pour toutes les formes de graines de lin. A 4 h et 8 h d’incubation les
proportions de trans-13+14C18:1 et de trans-15C18:1 étaient significativement plus élevées
avec LC qu’avec LM, les différences entre LE et LC n’étaient pas significatives. A partir de 8
h d’incubation, les traitements des graines de lin n’avaient pas d’effet sur les proportions des
trans-C18:1 de trans-4 a trans-9, de trans-12C18:1 et de trans-16C18:1. Le trans-5C18:1 n’a
pu étre dosé car sa teneur dans I’échantillon était inférieure au seuil de détection de I’analyse

chromatographique.

2.3. Discussion

2.3.1. Vitesse de biohydrogénation

Dans cette expérience, le vitesse de biohydrogénation de C18:2 et de C18:3 dans le lin cru
était similaire a celui observé avec le colza cru par Enjalbert et al. (2003), mais supeérieur a
celui trouve par Reddy et al. (1994) pour le C18:2 des graines de soja crues. Reddy et al.
(1994) ont trouvé que 79,8 % du C18:2 contenus dans des graines de soja crues était
hydrogéné aprés 24 h d’incubation in vitro, alors que dans notre étude in vitro, avec du lin cru,
la biohydrogénation de C18:2 apres 8 h d’incubation atteignait deja 86,5%. Dans notre
expérience et celle d’Enjalbert et al. (2003), des sachets contenant de la paille broyée et
incubés dans le rumen pendant la nuit précédant les incubations était ajoutés au milieu
d’incubation. Cela peut expliquer le taux plus élevé de biohydrogénation dans notre
experience par rapport a celui trouve par Reddy et al. (1994). En effet, la biohydrogénation se
déroule beaucoup plus rapidement en présence de particules alimentaires (Harfoot et al.,
1973 ; Agazzi et al., 2004).

Dans notre expérience, le conditionnement a ralenti la biohydrogénation en comparaison avec
le lin cru, alors que I’extrusion conduisait a des résultats intermediaires, et qui ne différaient
significativement ni du lin cru, ni du lin conditionné. L’ exposition a la chaleur des graines

oléagineuses peut protéger la matiére grasse insaturée de la biohydrogénation ruminale par
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I’enrobage du globule de lipide avec des protéinse dénaturées par la chaleur, ce qui peut
augmente la teneur d’AGPI dans I’intestin gréle (Kennelly, 1996).

Reddy et al. (1994) ont ainsi trouvé que la biohydrogénation des AGI de graines de soja
extrudées était significativement inférieure a celle des AGI de graines de soja crues (67 %
contre 77 %) apres 24 h d’incubation in vitro. Au contraire, Enjalbert et al. (2003) avec du
colza et Chow et al. (2003) avec du lin ont trouvé que la biohydrogénation et la lipolyse des
AGPI in vitro étaient plus rapides aprés I’extrusion de graines. La vitesse de biohydrogénation
(%heure) des AGPI de graines de colza extrudées trouvé par Enjalbert et al. (2003) était 2 fois
plus élevé que celui observé avec le lin extrudé dans notre expérience. In vivo, Gonthier et al.
(2004b), et Focant et al. (1998) ont montré que I’extrusion des graines de lin ne protégeait pas
la matiere grasse contre la biohydrogénation ruminale.

Le conditionnement du lin a dans notre expérience significativement ralenti la
biohydrogénation. Aucune étude des effets uniquement dus au conditionnement des graines de
lin sur la digestion des AG n'a, a notre connaissance, été faite auparavant. Le conditionnement
est couramment utilisé dans I’industrie alimentaire comme traitement thermique et comme
aide a la mise en forme (Vandewalle et al., 1997). Ce traitement lorsqu’il précede I’extrusion a
pour but d’humidifier et de chauffer les produits a extruder (Bouvier, 1996). Les AGPI des
graines de tournesol humidifiées et chauffées echappent a la biohydrogénation ruminale, I'effet
de I'humidification étant expliqué par I'effet de la chaleur associée (Mustafa et al., 2003c).
Dans notre expérience, en raison de la basse température utilisée (le lin était conditionné a
35°C), l'effet protecteur partiel des AGPI ne pouvait pas étre attribué a la chaleur. En outre,
nous avons elimine I'effet de la taille des particules en broyant toutes les formes de lin a I’aide
d’une grille de 0,5 mm avant I’incubation. La connaissance de l'origine de I'effet protecteur du
conditionnement nécessiterait des essais complémentaires avec des températures différentes de

conditionnement.

2.3.2. Intermédiaires de biohydrogénation

Le CLN dosé dans notre expérience correspondait aux isoméres 9,11,15C18:3. Harfoot et
Hazlewood (1988) ont décrit le cis-9,trans-11,cis-15C18:3 comme étant le principal isomére
conjugué dans la biohydrogénation ruminale de C18:3. La quantité de cis-9,trans-11,cis-
15C18:3 augmente avec le temps d’incubation des graines de lin crues in vitro (Sinclair et al.,

2005). Dans leur expérience, Sinclair et al. (2005) ont trouvé 2 % de cis-9,trans-11,cis-
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15C18:3 (en % des C18 sélectionnés) aprés 6 heures d’incubation. Cette proportion
augmentait a 10 % apres 24 h d'incubation. Dans notre expérience, la proportion maximale de
CLN avec le lin cru (1,49 % des AG C18 totaux) a été observée apres 4 h d’incubation.

La proportion de trans-11,cis-15C18:2 était beaucoup plus importante que celle de cis-9,trans-
11C18:2 avec toutes les formes de graines de lin. Le trans-11,cis-15C18:2 est connu pour étre
un intermédiaire important de la biohydrogénation de C18:3 (Body, 1976 ; Loor et al., 2004).
Au contraire, le cis-9,trans-11C18:2 n’est pas un intermédiaire de la biohydrogénation de
C18:3 (Harfoot et Hazlewood, 1988), si bien que Troegeler-Meynadier et al. (2003) ont noté
que I’ajout de C18:3 a un milieu d’incubation contenant du C18:2 en quantité constante,
n’affecte pas la quantité de cis-9,trans-11C18:2 apres 6 heures d’incubation in vitro. La
matiére grasse des graines de lin, dans notre expérience, contenait 19% de C18:2, ce C18:2 est
donc probablement a I’origine du cis-9,trans-11C18:2 dose.

Huit isomeres ou groupes d’isoméres de trans-C18:1 ont été séparés dans notre expérience in
vitro, leur distribution globale observee a été comparable a celle trouvée par différents auteurs
(Bickerstaffe et al., 1972 ; Loor et al., 2002b). En accord avec les résultats obtenus in vivo par
Loor et al. (2004), I’incubation de graines de lin in vitro a permis d’augmenter principalement
les proportions de trans-10+11C18:1, trans-13+14C18:1, trans-15C18:1 et trans-16C18:1.
Selon Harfoot et Hazlewood (1988) le trans-15C18:1 est un intermédiaire important dans la
biohydrogénation de C18:3. Cependant, indépendamment de la forme du lin, la proportion de
trans-15C18:1 dans notre expérience in vitro, représentait moins de 50% de celles des trans-
13+14C18:1 a 16 h et 24 h d’incubation. Les résultats obtenus in vitro par Ward et al. (1964)
sur la biohydrogénation de C18:3, ont souligné I’'importance des trans-13C18:1 et trans-
14C18:1 comme intermédiaires de la biohydrogénation de C18:3.

Dans notre expérience, I’extrusion du lin a permis d’augmenter la proportion de tous les
intermédiaires de la biohydrogénation : CLN, trans-11,cis-15C18:2, cis-9,trans-11C18:2,
trans-C18:1 totaux et trans-10+11C18:1. L’extrusion des graines oléagineuses est réputée
ralentir les derniéres étapes de la biohydrogénation, en augmentant surtout les intermédiaires
trans (Chouinard et al., 1997a; Bayourthe et al., 2000 ; Abughazaleh et al., 2002). Cette
augmentation des intermédiaires suite a I’extrusion est aussi observée in vitro et in situ avec du
colza (Enjalbert et al., 2003). De méme, I’extrusion de graines de soja augmente la proportion
de trans-11C18:1 de 2,72 % a 11,44 % (Chouinard et al., 1997b) et celle de cis-9,trans-
11C18:2 de 0,42 % a 1,99 % (Chouinard et al., 2001) dans la matiére grasse du lait.

Le processus d’extrusion rompt les membranes des cellules végétales, et libere ainsi I’huile de

la graine, ce qui permet a I’huile d’adhérer a la surface des particules extrudees, et cette huile
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« libre » pourrait ainsi empécher I’activité des micro-organismes qui sont responsables des
derniéeres étapes de la biohydrogénation (Ruegsegger et Schultz, 1985 ; Chouinard et al.,
1997a).

Au contraire, une proportion de trans-C18:1 plus faible avec LM qu'avec LE et LC
(significatif a 4 h d’incubation) a été observée, elle pourrait étre liee a la lenteur de la

biohydrogénation observée avec LM (Tableau 7).

Le conditionnement du lin a ralenti la biohydrogénation des AGPI et a eu comme
conséquence une faible proportion de trans-C18:1. Une protection par la chaleur n’est pas
envisageable a cause de la faible température de conditionnement. L’extrusion du lin n‘a pas
significativement affecté la vitesse de biohydrogénation de C18:2 et de C18:3 mais a
conduit a une augmentation des proportions des intermédiaires octadécatriénoiques,
octdécadiénoiques et octadécénoiques de biohydrogénation, en accord avec les données
bibliographiques sur I’extrusion. Ce travail confirme en outre la formation de CLN, trans-
11,cis-15C18:1, trans-11C18:1, trans-13C18:1, trans-14C18:1, trans-15C18:1 et trans-

16C18:1 lors de la biohydrogénation ruminale des AG de graines de lin.
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3. PARTIE Il. EFFET DU CONDITIONNEMENT ET DE L’EXTRUSION
DES GRAINES DE LIN SUR LA BIOHYDROGENATION IN SITU ET IN
VIVO

L’objectif de cette partie était de verifier I’effet des traitements thermiques des graines de lin,
préalablement testés in vitro, sur la biohydrogénation des AGPI dans le rumen et les
parameétres fermentaires ruminaux, dans des conditions in situ et in vivo. L’expérience in situ a
été réalisée parce que I’évolution de la biohydrogénation et des intermédiaires y est étudiée
dans un milieu physiologique (le rumen). Cependant, la méthode in situ n’étant pas totalement
validée pour la mesure de la biohydrogénation des AG. Une comparaison des résultats obtenus
in situ avec ceux obtenus in vitro et in vivo a permis de Vérifier les avantages et les
inconvénients de cette méthode dans le cadre de I’étude des matieres grasses. Les objectifs
étaient donc a la fois méthodologiques et cognitifs.

3.1. Matériels et methodes spécifiques

3.1.1. Protocole expérimental

L'étude a été realisée selon un plan expérimental en carré latin, utilisant trois vaches taries
munies de canules ruminale et duodénale, et trois régimes sur trois périodes. La durée de
chaque période était de 21 jours, comprenant 18 jours d’adaptation et trois jours de

prélevements.

3.1.2. Les régimes

Les sources de matiéres grasses étaient identiques a celles utilisées dans I’expérience in vitro.
La forme des graines de lin était la seule différence entre les trois régimes. La ration était a
base de foin de prairie composé de Dactylis glomerata et Festuca arundinacea. Les
ingrédients et la composition chimique de la ration sont présentés dans le tableau 8.

Les animaux étaient nourris deux fois par jour, a 8n00 et a 18h00, de I’eau était disponible a

volonté.
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Tableau 8 : Ingrédients et composition chimique des régimes.

Régime’ LC LM LE
Quantité de MS (kg/j)
Foin® 9,20 9,20 9,20
Tourteau de soja 0,89 0,89 0,89
Lin cru 2,77 - -
Lin conditionné - 2,68 -
Lin extrudé - - 2,80
AMV? 0,09 0,09 0,09
Composition chimique (% de MS)
MAT 13,80 13,94 13,86
NDF 54,45 55,09 54,75
ADF 28,36 28,28 28,05
C18 6,28 5,97 6,48
AG (% C18)*

C18:0 3,55 3,41 3,60
cis-9C18:1 17,12 15,86 17,24
C18:2 20,40 20,92 20,33
C18:3 57,79 57,95 56,98

L LC : ration contenant des graines de lin crues, LM : ration contenant des graines de lin conditionnées, LE :
ration contenant des graines de lin extrudées.

2 Foin : foin de prairie composé de (Dactylis glomerata) et (Festuca arundinacea).

% Aliment minéral et vitaminé contenant : 7% P, 21% Ca, 6% Mg, 1% Na, 4.5 g Zn/kg, 3,5 g Mn/kg, 0,8 g Cu/kg,
0,07 g I/kg, 300000 Ul de vitamine A/kg, 60000 Ul de vitamine D3s/kg, 0,7 g de vitamine E/kg.

* acides gras a 18 caebones.

3.1.3. Prélevements

Au cours des 3 derniers jours de chaque période, des échantillons de contenu ruminal et de
contenu duodénal ont été prélevés. Les échantillons étaient prélevés toutes les 6 heures a 8h00,
14h00, 20h00 et 2h00 le premier jour, puis les horaires de prélevement étaient decalés de 2 h
le second jour puis encore de 2 h le troisieme jour, de maniere a avoir I’équivalent d’un
preléevement toutes les deux heures sur 24 heures.

Un litre de contenu ruminal était recueilli a I’aide d’une pompe a vide, le pH était mesuré

immédiatement et le contenu était filtré a I’aide d’un tamis de maille 0,25 mm, le résidu
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restant dans le tamis représentait la phase solide et le filtrat représentait la phase liquide. 50 ml
de contenu duodénal étaient prélevé en méme temps que le contenu ruminal. Les échantillons
étaient immédiatement congelés. Une fois congelés, les échantillons étaient lyophilisés puis
broyés et conservés a —18 °C jusqu’a I’analyse. Avant analyse, les prélevements effectués
durant les trois jours pour une période et une vache donneée étaient mélanges afin d’obtenir un
échantillon représentatif du nycthémere.

En outre, le 19°™ jour de chaque période, six prélévements de contenu ruminal étaient
effectués, le premier était fait avant le repas, les prélévements suivants étaient faits a raison
d’un prélévement toutes les 2 h entre les deux repas de la journée. Deux échantillons de 10 ml
de phase liquide étaient recupéres, un conservateur (HgCly) était ajouté, puis les échantillons

étaient congelés. Ces échantillons étaient destinés a doser les AGV et I’ammoniac (N-NHj3).

3.1.4. Protocole de I’expérience in situ

Cette expeérience était effectuée sur des vaches fistulées parallelement & I’expérience in vivo.
Nous avons étudié la biohydrogénation ruminale par I’incubation de sachets contenant des
graines de lin crues, conditionnées ou extrudées dans le rumen, en se fondant sur la méthode
proposée par Michalet-Doreau (1985) pour les matiéres azotées. Les sachets ont été fabriqués
avec du Nylon, leur taille était de 11 x 6 cm et leur porosité de 45 um (Blutex, Tissage tissus
techniques, Combles, France). Chaque sachet contenait 1,5 g de matiére a tester + 1,5 g de
foin. Le foin était ajouté aux graines de lin dans les sachets, principalement pour faciliter
I’adhésion des bactéries et des AG aux particules fibreuses (Agazzi et al., 2004). Les graines
de lin et le foin étaient broyés a I’aide d’une grille de 0,5 mm. Au cours des 3 derniers jours de
chaque période, les sachets contenant la forme de lin consommeée par I’animal, étaient incubés
dans chacune des trois vaches pendant 2, 4, 6, 8, 16, 24, et 48 h. Deux sachets par durée
d'incubation étaient attachés a un plomb pour rester dans le sac ventral du rumen. Le premier
jour, a 08h00 juste avant le repas, les sachets a incuber pendant 16, 24 et 48 h étaient introduits
dans le rumen, a 0000 les sachets incubés 16 h étaient récupéres et les sachets a incuber 8 h
étaient introduits. Le deuxiéme jour a 08h00 juste avant le repas, les sachets a incuber 8 h et
24 h étaient récupérés et les sachets a incuber 2 h et 4 h étaient introduits, puis récupérés a
10h00 et 12h00 respectivement. Le troisieme jour a 08h00 juste avant le repas les sachets a
incuber 48 h étaient récuperés. Apres la sortie du rumen les sachets étaient rincés sous un

robinet a I’eau froide, jusqu’a ce que I’eau devienne claire, puis les sachets étaient congelés, et
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lyophilisés. Ensuite leur contenu était broyeé et homogenéisé a I’aide d’un broyeur a billes
(Dangoumau, distribué par Prolabo, Nogent-sur-Marne, France), et conservé a —18 °C jusqu’a
I’analyse.

Deux sachets de chaque forme de graines de lin et préparés de la méme maniere que
précedemment, mais incubes une heure dans de I’eau a 39°C, ont été traités de méme facon et
conservés avec les autres échantillons. Ces sachets ont été utilisés pour déterminer la

proportion initiale des AG.

3.2. Effet des traitements du lin sur les fermentations ruminales

3.2.1. Résultats

Les valeurs des parametres fermentaires du contenu ruminal sont présentées dans les tableaux
9 a 13. Avec les trois rations, le pH du contenu ruminal était compris entre 6,32 et 7,17
(tableau 9), et n'a pas eté significativement modifié par les traitements du lin. Cependant, le
pH avait tendance a étre légérement inférieur avec LC qu’avec LM et LE entre 2 h et 8 h apres
le repas. Avec les trois régimes le pH avait tendance a descendre juste aprés le repas puis a
remonter 6 h apres le repas.

Tableau 9 : Evolution du pH dans le rumen apreés le repas.

Régime * LC LM LE ECTM
pH ruminal

Oh 6,95 7,00 6,77 0,30

2h 6,44 6,76 6,64 0,06

4h 6,32 6,64 6,67 0,06

6h 6,35 6,95 7,17 0,10

8h 6,44 6,79 7,04 0,08

10 h 6,59 6,89 6,84 0,10

Effet régime : P = 0,08

Effet temps : P = 0,08

Interaction régime x temps : P = 0,27

'LC: ration contenant des graines de lin crues, LM: ration contenant des graines de lin conditionnées, LE: ration
contenant des graines de lin extrudées.
2ECTM : écart-type de la moyenne.
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Les traitements du lin n‘ont pas eu d’incidence significative sur la concentration totale en AGV
(Tableau 10). Cependant, on remarque mais de facon non significative, une baisse de la

concentration totale en AGV entre 4 et 8 h apres le repas avec I’ingestion de LE ou LM.

Tableau 10 : Evolution de la concentration totale en AGV dans le rumen apreés le repas.

Régime * LC LM LE ECTM
AGV (mmol/l)

Oh 73,86 66,56 69,08 11,24

2h 83,14 70,60 80,15 9,96

4h 95,21 75,15 78,17 6,20

6h 89,04 66,98 71,05 5,88

8h 79,46 70,76 67,63 3,74

10 h 73,50 72,30 73,45 141

Effet régime : P = 0,13

Effet temps : P = 0,40

Interaction régime x temps P =0,91

'LC : ration contenant des graines de lin crues, LM : ration contenant des graines de lin conditionnées, LE : ration
contenant des graines de lin extrudées.
2ECTM : écart-type de la moyenne.

Les traitements du lin n’ont pas modifié de facon significative les proportions des acides
acétique, propionique, et valérique (Tableau 11). On remarque cependant, que la proportion
d’acide acétique était legérement supeérieure (P= 0,10) et la proportion d’acide propionique
avait tendance a étre inférieure (P= 0,06) avec I’ingestion de LM par rapport a celle de LC ou
LE. Le rapport acétique/propionique et la proportion d’acide butyrique étaient
significativement modifiés par le conditionnement du lin : I’ingestion de LM a augmenté le
rapport acétique/propionique et baissé la proportion d’acide butyrique en comparaison avec
LCet LE.
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Tableau 11 : Evolution des proportions des acides gras volatils dans le rumen aprés le repas.

Régime * LC LM LE ECTM
Acide acétique (moles / 100 moles d’AGV)
Oh 71,47 71,62 69,44 0,49
2h 67,67 68,94 65,11 0,78
4 h 65,92 70,73 64,45 1,21
6h 67,25 70,10 65,98 0,48
8h 68,43 71,52 66,84 1,79
10 h 69,78 72,11 69,42 1,48

Effet régime : P = 0,10
Effet temps : P = 0,004
Interaction régime x temps : P = 0,55

Acide propionique (moles / 100 moles d’AGV)

Oh 18,91 17,74 19,88 0,32
2h 21,75 20,61 23,00 0,29
4 h 22,78 19,59 23,44 0,65
6h 21,86 19,73 22,53 0,56
8h 21,08 18,76 21,83 1,09
10 h 20,41 18,47 20,65 1,03

Effet régime : P = 0,06
Effet temps : P = 0,002
Interaction régime x temps : P = 0,92

Acide butyrique (moles / 100 moles d’AGV)

Oh 5,91 6,08 6,26 0,12
2h 7,35 6,70 8,34 0,40
4 h 8,27 6,64 8,62 0,29
6h 8,37 6,74 8,26 0,09
8h 7,97 6,46 8,07 0,43
10 h 7,61 6,25 7,44 0,34

Effet régime : P = 0,04
Effet temps : P = 0,000
Interaction régime x temps : P = 0,13




Tableau 11 : Suite

Régime * LC LM LE ECTM
Acide valérique (moles / 100 moles d’AGV)
Oh 0,80 0,95 1,18 0,08
2h 1,06 1,17 1,42 0,09
4 h 1,19 1,14 1,51 0,11
6h 1,13 1,13 1,43 0,11
8h 1,08 1,07 1,44 0,18
10 h 0,98 0,99 1,20 0,02

Effet régime : P = 0,20
Effet temps : P = 0,002
Interaction régime x temps P = 0,81

Rapport : acide acétique / acide propionique

Oh 3,84 4,03 3,57 0,09
2h 3,16 3,36 2,89 0,08
4 h 2,98 3,63 2,84 0,15
6h 3,21 3,56 3,00 0,07
8h 3,38 3,83 3,11 0,24
10 h 3,57 3,92 3,42 0,23

Effet régime : P = 0,048
Effet temps : P = 0,002

Interaction régime x temps : P = 0,95

'LC: ration contenant des graines de lin crues, LM: ration contenant des graines de lin conditionnées, LE: ration
contenant des graines de lin extrudées.
2ECTM : écart-type de la moyenne.

Les traitements du lin n’ont pas modifié de facon significative les proportions des AGV
ramifiés (Tableau 12).

L’évolution de la teneur en N-NH3 dans le contenu ruminal aprés le repas figure dans le
tableau 13. La teneur en N-NHj3 dans le jus de rumen tendait a &tre modifiée par les traitements
du lin (P = 0,055). L’ingestion de LC a conduit a une concentration plus élevée en N-NH3 que
celles de LE et LM. D'autre part, I’évolution de la concentration en N-NH; dans le jus de
rumen a eté différente au cours du temps entre les formes du lin (interaction significative
temps x régime), les valeurs les plus faibles étant observées 6 heures apres repas avec LM, 10

heures aprés repas avec LC et LE.
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Tableau 12 : Evolution des proportions des acides gras volatils ramifiés (iso-butyrigue + iso-

valérigue) dans le rumen aprés le repas.

Régime ! LC LM LE ECTM
(moles / 100 moles d’AGV)
Oh 2,92 3,97 3,23 0,51
2h 2,18 2,59 2,25 0,22
4h 1,84 1,97 1,96 0,27
6h 1,61 2,31 1,80 0,15
8h 1,51 2,19 1,95 0,24
10 h 1,58 2,18 1,61 0,07

Effet régime : P = 0,36
Effet temps : P = 0,000

Interaction régime x temps : P = 0,50

!LC: ration contenant des graines de lin crues, LM: ration contenant des graines de lin conditionnées, LE: ration

contenant des graines de lin extrudées.
2ECTM : écart-type de la moyenne.

Tableau 13 : Evolution de la teneur en azote ammoniacal dans le contenu ruminal aprés le

repas.
Régime * LC LM LE ECTM
(mg/l)
Oh 275,45 151,57 123,81 19,76
2 h 396,45 193,52 272,29 29,56
4h 292,44° 131,07 127,98 13,28
6h 237,94 47,47 167,27 21,85
8h 183,16 104,63 92,84 13,84
10 h 149,14 133,41 56,50 41,42

Effet régime : P = 0,055
Effet temps : P = 0,000
Interaction régime x temps : P = 0,01

ILC: ration contenant des graines de lin crues, LM: ration contenant des graines de lin conditionnées, LE: ration

contenant des graines de lin extrudées.
2ECTM : écart-type de la moyenne.

2P |_es moyennes affectées d’une lettre différente & I’intérieur d’une ligne

different significativement (P < 0,05).
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3.2.2. Discussion

Le profil des AGV dans le rumen avec les trois rations était caractéristique d’une ration a forte
proportion de fourrages, I’acide acétique représentant de 60 a 70% des AGV totaux (Jouany et
al., 1995).

Le remplacement des graines de lin crues par des graines extrudées ou conditionnées n’a pas

eu d’effet significatif sur la concentration totale en AGV du contenu ruminal. De méme,

Gonthier et al. (2004a) avec des graines de lin extrudées, Shabi et al. (1999) avec des grains de

mais extrudés, Illg et al. (1994) avec des graines de soja extrudées, n’ont pas observé de

changement significatif de la concentration totale en AGV par rapport a la méme matiere
premiére crue.

Dans notre expérience, I’ingestion de graines de lin traitées n’a pas eu d’effet significatif sur

les proportions molaires des divers AGV par rapport a la consommation de graines crues. Il

existait cependant une tendance a la différence entre les trois formes du lin. La tendance a

I’augmentation de la proportion de I’acide acétique et a la baisse de la proportion de I’acide

propionique avec I’ingestion du lin conditionné dans cette expérience suggere que :

- le conditionnement du lin peut favoriser les bactéries cellulolytiques.

- le lin cru ou extrudé peut entrainer de légéres modifications dans I’orientation des
fermentations, avec un rapport acétique/propionique plus faibles et une proportion élevée
d’acide butyrique.

Seul un essai avec des graines de lin de taille différente et conditionnées a des températures

différentes permettrait d'expliquer I’effet de ce traitement sur la fermentation ruminale.

La concentration ruminale en N-NH3 dépend d’un grand nombre de facteurs : I’ammoniac

provient de la dégradation des protéines, du recyclage de I’urée et de la lyse bactérienne, et

disparait du rumen suite a la synthese protéique microbienne, a I’absorption par la paroi du
rumen et au passage par I’orifice réticulo-omasal (Doreau et al., 2000). La matiére grasse peut
avoir un effet propre puisque I’addition d’huile de lin a raison de 3% de la MS de la ration
chez des vaches laitieres, a augmentée la concentration de N-NH3 dans le rumen (Ueda et al.,

2003). Cependant, dans notre expérimentation, I’absence de témoin sans lin ajouté ne permet

pas de conclure sur ce point.

La baisse de la concentration de N-NH3 ruminal avec I’ingestion de graines de lin traitées en

comparaison avec des graines crues dans notre expérience est en accord avec les résultats

de Tagari et al. (1986) et Pena et al. (1986) avec des graines de coton chauffées ou extrudées.
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La diminution de la concentration ruminale de N-NH3 indigue une baisse de la dégradabilité
des protéines dans le rumen (Mielke et Schingoethe, 1981).

Contrairement a ce que nous avons observé, aucun changement dans la concentration en N-
NH3 n’a été trouvé lorsque du lin extrudé a été remplacé par du lin cru dans I’étude de
Gonthier et al., (2004a). La différence des températures d’extrusion, 120°C dans notre
expérience contre 155°C dans celle de Gonthier et al. (2004a) explique difficilement cette
différence de résultats, dans la mesure ou la protection des matieres azotées contre la

dégradation ruminale est d'autant plus efficace que la température du traitement est élevée.

3.3. Effet des traitements du lin sur la biohydrogénation ruminale

3.3.1. Résultats

3.3.1.1. In situ : vitesse de biohydrogénation et temps de latence

Les cinétiques de disparition de C18:2 et de C18:3 figurent dans le tableau 14. La cinétique de
biohydrogénation des AGPI in situ s'est caractérisée par une vitesse de biohydrogénation lente.
La vitesse de biohydrogénation n’a pas été affectée par les traitements du lin. Néeanmoins, la
vitesse de biohydrogénation avait tendance a étre plus élevée avec LE qu’avec LC (P = 0.06 et
P = 0.11 pour C18:2 et C18:3 respectivement). Le temps de latence de biohydrogénation des
AGPI était significativement différent de zéro, et significativement plus élevé avec LE qu'avec
LC ou LM.

Tableau 14 : Effet des traitements du lin sur le temps de latence et la vitesse de

biohydrogénation des AGPI incubés in situ (moyenne = ECTM).

Traitement * LC LM LE
C18:2

Temps de latence, h 1,80°°+ 0,70 1,70°°+ 0,60 3,60%° + 0,60
Vitesse de biohydrogénation,%/h 5,90+ 0,60 6,30+ 0,70 7,90+ 0,90
P2 0,89

C18:3

Temps de latence, h 0,90+ 0,70 1,10°¢+ 0,60 3,40%¢+ 0,60
\éitesse de biohydrogénation,%/h 6,80+ 0,70 7,60 £ 0,80 8,60 + 0,90
r 0,90

'LC: ration contenant des graines de lin crues, LM : ration contenant des graines de lin conditionnées, LE : ration
contenant des graines de lin extrudées.

2P |_es moyennes affectées d’une lettre différente & I’intérieur d’une ligne différent significativement (P < 0,05).

¢ Le temps de latence différe significativement de zéro.
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Aprés 8 h d’incubation, les proportions de C18:2 et de C18:3 avaient diminué d'environ 25%

dans les sachets contenant du lin cru (Figures et 10).
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Figure 9 : Pourcentage de C18:2 (% des AG C18 totaux) dans les sachets avec les graines de

lin crues (LC), conditionnées (LM) ou extrudées (LE), en fonction de la durée d’incubation in

situ.
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Figure 10 : Pourcentage de C18:3 (% des AG 18 totaux) dans les sachets avec les graines de

lin crues (LC), conditionnées (LM) ou extrudées (LE), en fonction de la durée d’incubation in

situ.
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3.3.1.2. In situ : proportions de C18:0, cis-9C18:1, C18:2, C18:3 et biohydrogénation des
AGI

Les traitements du lin n’ont pas eu d’effet significatif sur la proportion de C18:0 excepté a 4 h
d’incubation ou il y avait significativement moins de C18:0 avec LE qu’avec LC (Tableau 15).
Les traitements du lin ont augmenté la biohydrogénation de cis-9C18:1, puisque la proportion
de cis-9C18:1 était significativement inférieure avec LE et LM qu'avec LC a 8 h et 16 h
d’incubation.

L’effet des traitements du lin sur les proportions des AGPI avait des tendances différentes
selon les durées d’incubations. A 4 h et a 48 h d’incubation, les proportions de C18:2 et de
C18:3 étaient significativement plus élevées avec LE qu'avec LC. Cependant, sur un plan

global, les proportions des AGPI étaient comparables entre les trois formes de lin.

3.3.1.3. In situ : intermédiaires de biohydrogénation

Les proportions de CLN et cis-9,trans-11C18:2 étaient significativement plus élevées avec
LM qu’avec LC (respectivement de 2h a 16h et de 4h & 16h d’incubation), et il n’y avait pas
de différence significative entre LE et LC.

Excepté a 4 h d’incubation, les traitements du lin n’ont pas eu d’effet significatif sur le trans-
11,cis-15C18:2, et globalement, ils n’ont pas modifié de fagon significative la proportion de
trans-C18:1 totaux par rapport a LC (tableau 15). Les trans-11+10C18:1 étaient les principaux
isomeres de trans-C18:1 pour toutes les durées d’incubation et avec toutes les formes de lin,
suivis par les trans-13+14C18:1.

A 16 h d’incubation, la proportion de trans-C18:1 dans les sachets contenant LE était
significativement supérieure a celle trouvée dans les sachets contenant LM et, de facon non
significative, supérieure a celle trouvée dans les sachets contenant LC. Ceci était d0 & une
proportion de trans-11+10C18:1 supérieure avec LE qu’avec LM ou LC.

Les traitements du lin n’ont pas eu d’effet significatif sur les proportions des acides trans-
4C18:1 a trans-9C18:1. A 4 h d’incubation les proportions de trans-12C18:1, de trans-
13+14C18:1, de trans-16C18:1 et a 8 h d’incubation la proportion de trans-15C18:1 dans les
sachets contenant LC, étaient significativement supérieures a celles trouvées dans les sachets

contenant LM.
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Tableau 15 : Effet des traitements du lin sur les proportions des AG et les intermédiaires de biohydrogénation (% C18) in situ.

Durée d’incubation, h 2 4 8 16 24 48
- 1

Traitement LC LM LE ET| LC LM LE ET|{LC LM LE ET| LC LM LE ET|LC LM LE ET|LC LM LE ET
C18:0 555 578 576 022|915 7,31® 545° 069,13 11,24 10,83 0,67 16,73 16,57 18,04 1,70|33,86 33,99 33,95 2,96|50,63 62,41 55,99 4,79
cis-9C18:1 18,57% 15,73° 17,23 0,12|17,90* 15,62° 17,34 0,16|18,43% 15,04° 15,89" 0,23| 16,68% 13,27" 12,79° 0,81|7,09% 6,23 4,47° 0,66 3,09 2,25 2,55 0,50
trans-C18:1totaux | 162 0,82 1,17 0,23/511° 1,78° 122" 1,01/ 441 396 566 055/11,79% 8,85 14,81 1,47(23,85 22,36 26,35 1,43|28,88 21,06 26,45 2,53
trans-4C18:1 005 003 003 002/ 0,06 008 002 004/ 008 005 004 003 005 005 004 001/0,08° 0,10° 0,07° 0,01| 0,13 0,13 0,12 0,02
trans-5C18:1 000 001 000 0,00/ 0,00 001 000 001002 000 001 001 005 005 003 001|006 008 005 001 0,1 003 007 0,06
trans-6+7+8C18:1 | 904 002 001 001 0,10 004 000 003|012 006 010 004/ 026 019 026 0,06/ 0,67 057 0,38 0,09] 088 055 076 0,29
trans-9C18:1 0,02 000 000 001 0,06 000 001 003/ 007 004 006 003 022 013 020 004 041 031 044 008|054 036 064 0,13
trans-10+11C18:1 | 105 048 085 0,16| 3,69 1,11 0,85 0,80| 402 2,90 428 071 8,60° 6,23° 11,39° 1,24|17,48 16,91 19,64 1,77|19,31 13,50 15,78 2,44
trans-12C18:1 | 007 004 0,02 0,02]0,20° 0,07° 0,00° 0,03/ 0,18 0,11 0,15 0,04| 0,44 028 054 0,09/ 0,79 064 046 0,15 1,13 0,83 1,24 0,13
trans-13+14C18:1 | 921 0,10 013 0,03/059° 021° 0,10° 0,63| 0,63 0,42 057 0,09| 1,28 091 150 0,16/ 255 2,18 3,05 0,293,887 3,02° 4,16 0,21
trans-15C18:1 | 013 009 0,08 0,02/ 0,23 015 0,14 0,05/ 0,33 0,18 0,29% 0,04| 051 0,67 050 0,17| 1,02 0,86 1,34 0,20|1,65® 1,40° 2,06° 0,15
trans-16C18:1 | 005 006 0,05 0,01]0,19° 0,10° 0,06 0,02| 0,22 020 0,18 0,04/ 0,37 034 0,35 0,05 0,79 071 0,90 0,14| 1,28 1,29 1,60 0,13
Cis-9,trans-11C18:2 | 018 049 046 0,03/0,36° 1,34 027° 0,19/045° 2,76 1,36® 0,34| 1,50° 5,02* 3,30% 0,60/2,69® 4,04* 1,49° 0,46 0,30 0,38 0,60 0,13
trans-11,is-15C18:2| 126 074 077 0,19]4,51° 2,05® 0,92° 0,87| 422 446 506 0,51]10,34% 8,65° 13,35° 1,06/15,72 12,39 16,20 1,67| 9,25 4,49 580 1,94
C18:2 18,18 18,30 18,01 0,16|15,83" 17,03 18,35% 0,63|16,24% 14,09° 14,41° 0,89 10,6 9,46 7,68 1,03/ 1,72 2,40 2,09 0,22|0,57° 0,97* 0,99° 0,08
CLN 1,00° 2,21* 0,87 0,28|1,61° 520*° 0,72° 0,86|3,11° 8,53* 3,22° 1,10| 4,13° 11,70° 6,42° 1,21|3,33% 5,74* 2,42 0,70|0,24" 0,54% 0,80* 0,11
C18:3 52,107 54,37% 54,31° 0,56|43,30° 47,74% 54,20° 2,23|43,16 36,96 40,95 1,88| 24,08 22,01 19,23 3,61| 400 561 527 0,64/1,40° 2,37* 2,49° 0,23

LLC: lin cru, LM : lin conditionné, LE : lin extrudé.
2trans-C18:1 : la proportion totale des trans-C18:1

®ET : Ecart type de la moyenne.
2% les moyennes affectées d’une lettre différente a I’intérieur d’une ligne et pour une méme durée d’incubation différent significativement (p < 0,05).
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3.3.1.4. Contenu ruminal : proportions de C18:0, cis-9C18:1, C18:2 et C18:3

Les proportions des AG C18:0, cis-9C18:1, C18:2 et C18:3, et la biohydrogénation de cis-
9C18:1, C18:2 et C18:3 dans les phases liquide et solide du contenu ruminal, sont présentées
dans le tableau 16. C18:0 représentait environ 50% des AG a 18 carbones dans la phase solide
et 60% dans la phase liquide du contenu ruminal. Les traitements du lin n’ont pas eu d’effet

significatif sur la proportion de C18:0.

Tableau 16 : Proportions de C18:0, cis-9C18:1, C18:2 et C18:3, et pourcentages de
biohydrogénation de cis-9C18:1, C18:2 et C18:3 dans les phases solide et liquide du contenu

ruminal des vaches fistulées recevant des graines de lin crues ou traitées.

Traitement * LC LM LE ECTM? P
Phase solide (% de C18 °)
C18:.0 54,86 44,08 52,86 3,80 0,31
cis-9C18:1 5,58 8,51 541 1,35 0,36
C18:2 4,77 7,87 4,66 0,72 0,13
C18:3 12,85° 24,40b 12,90° 1,46 0,04
Biohydrogénation (%)*
cis-9C18:1 67,50 46,69 68,75 8,09 0,30
C18:2 76,57 62,63 77,14 3,50 0,15
C18:3 77,61° 58,20° 77,80% 2,54 0,048
Phase liquide (% de C18 )
C18:0 59,24 69,92 63,03 6,80 0,61
cis-9C18:1 2,23 1,96 2,07 0,30 0,89
C18:2 1,73 1,63 1,52 0,26 0,86
C18:3 3,63 3,66 3,09 0,53 0,73
Biohydrogénation (%) *
cis-9C18:9 87,04 87,74 88,02 2,22 0,95
C18:2 91,53 92,29 92,50 1,24 0,84
C18:3 93,62 93,74 94,61 0,92 0,76

ILC: ration contenant des graines de lin crues, LM : ration contenant des graines de lin conditionnées, LE: ration
contenant des graines de lin extrudées. 2 ECTM : écart-type de la moyenne. ® AG & 18 carbones.* Calculés selon
I’6quation de Wu et al. (1991). *° Les moyennes affectées d’une lettre différente & I’intérieur d’une ligne différent
significativement (P < 0,05).
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L’ingestion de LM a entrainé une diminution significative de la biohydrogénation de C18:3 et
donc a augmenté sa proportion par rapport a LE et LC, dans la phase solide du rumen. La
méme tendance était observée pour cis-9C18:1 et C18:2, mais de fagon non significative. Dans
la phase liquide du contenu ruminal, les traitements du lin n’avaient aucun effet sur les

proportions des AGI.

3.3.1.5. Contenu ruminal : proportions des intermédiaires de biohydrogénation

Les proportions des intermédiaires de la biohydrogénation dans les phases liquide et solide du
contenu ruminal sont présentées dans le tableau 17. Les proportions de cis-9,trans11C18:2, de
trans-11,cis15C18:2 et de CLN n’étaient pas modifiées de facon significative par les
traitements du lin. On remarque toutefois, mais de fagon non significative, que I’ingestion de
lin extrudé a augmenté les proportions de ces intermédiaires dans la phase solide comme dans
la phase liquide du contenu ruminal.

Dans les phases solide et liquide du contenu ruminal, et avec toutes les formes de lin, trans-
11+10C18:1 étaient les principaux trans-C18:1, suivis par trans13+14C18:1. Les proportions
des AG trans-18:1 dans les phases liquide et solide du contenu ruminal n’ont pas présenté de
différence significative entre les trois régimes. Globalement, la proportion totale des AG
trans-18:1 avait tendance a diminuer de facon non significative avec I’ingestion de LM
(Figure 11). Plus spécifiqguement, I’ingestion de LM avait tendance a diminuer les proportions
de trans-13+14C18:1 et trans-15C18:1 dans la phase liquide du rumen, par rapport a
I’ingestion de LC et LE (Tableau 17).
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Tableau 17 : Proportions des intermédiaires de la biohydrogénation dans les phases solide et

liguide du contenu ruminal des vaches fistulées recevant des graines de lin crues ou traitées.

Traitement * LC LM LE ECTM? P
Phase solide (% de C18 °)

trans-C18:1 totaux 13,59 9,53 13,48 1,90 0,40
trans-4C18:1 0,09 0,08 0,13 0,02 0,25
trans -5C18:1 0,05 0,04 0,04 0,01 0,66
trans -6+7+8C18:1 0,38 0,09 0,37 0,07 0,15
trans -9C18:1 0,33 0,16 0,28 0,09 0,53
trans -10+11C18:1 6,67 4,94 6,64 1,84 0,78
trans-12C18:1 0,78 0,53 0,75 0,07 0,20
trans-13+14C18:1 2,76 1,83 2,64 0,25 0,19
trans-15C18:1 1,36 0,91 1,39 0,18 0,31
trans-16C18:1 1,18 0,94 1,24 0,20 0,59

cis-9,trans-11C18:2 0,46 0,60 1,24 0,20 0,19

trans-11,cis-15C18:2 2,52 1,49 3,30 0,50 0,23

CLN 0,86 1,19 2,14 0,48 0,34

Phase liquide (% de C18 )

trans-C18:1 totaux 20,34 15,74 20,38 2,96 0,55
trans-4C18:1 0,11 0,13 0,08 0,02 0,40
trans-5C18:1 0,06 0,06 0,04 0,01 0,17
trans-6+7+8C18:1 0,38 0,27 0,49 0,06 0,21
trans-9C18:1 0,40 0,34 0,42 0,03 0,41
trans-10+11C18:1 10,50 7,52 10,04 3,18 0,80
trans-12C18:1 1,10 0,95 1,12 0,06 0,30
trans-13+14C18:1 4,09 3,26 4,17 0,12 0,11
trans-15C18:1 2,02 1,60 2,19 0,08 0,06
trans-16C18:1 1,68 1,60 1,84 0,21 0,74

cis-9,trans-11C18:2 0,24 0,19 0,50 0,11 0,31

trans-11,cis-15C18:2 4,24 2,34 4,36 1,03 0,46

CLN 0,27 0,26 1,08 0,44 0,47

!LC: ration contenant des graines de lin crues, LM : ration contenant des graines de lin conditionnées, LE: ration

contenant des graines de lin extrudées.
2ECTM : écart-type de la moyenne.
¥ AG 4 18 carbones.
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3.3.1.6. Contenu duodénal : proportions des AG C18:0, cis-9C18:1, C18:2 et C18:3

Les proportions des AG C18:0, cis-9C18:1, C18:2 et C18:3 dans le contenu duodénal sont
présentées dans le tableau 18. C18:0 représentait 66% des AG a 18 carbones dans le contenu
duodénal avec les trois régimes.

Les proportions de cis-9C18:1, C18:2 et C18:3 n’ont pas été significativement modifiées par
les traitements du lin. Cependant, on remarque des différences numériques importantes : LM a
entrainé une tendance vers une diminution de biohydrogénation des AGI et a donc augmenté
leurs proportions dans le contenu duodénal par rapport a LE ou LC. Une variabilité importante
a été observée entre les vaches et les périodes, induisant un grand écart-type de la moyenne et

expliquant que des différences importantes n'aient pas été significatives.

Tableau 18 : Proportions de C18:0, cis-9C18:1, C18:2 et C18:3, et pourcentages de
biohydrogénation de cis-9C18:1, C18:2 et C18:3 mesurés dans le contenu duodénal des vaches

fistulées recevant des graines de lin crues ou traitées.

Traitement * LC LM LE ECTM ? P
(% de C18 ®)
C18:0 67,10 66,04 67,74 5,49 0,98
cis-9C18:1 2,51 4,51 2,63 0,41 0,12
C18:2 1,99 3,69 2,03 0,57 0,26
C18:3 4,29 10,22 4,71 1,95 0,26
Biohydrogénation (% *)

cis-9C18:1 85,39 71,71 84,78 2,57 0,10
C18:2 90,22 82,43 90,07 2,80 0,28
C18:3 92,59 82,22 91,78 3,48 0,27

ILC: ration contenant des graines de lin crues, LM : ration contenant des graines de lin conditionnées, LE: ration
contenant des graines de lin extrudées.

® AG a 18 carbones.

*calculés selon I’équation de Wu et al. (1991).

3.3.1.7. Contenu duodénal : proportions des intermédiaires de biohydrogénation

Les proportions des intermédiaires de biohydrogénation dans le contenu duodenal sont
présentées dans le tableau 19.
Les proportions de cis-9,trans-11C18:2, de trans-11,cis-15C18:2 et de CLN n’étaient pas

significativement modifiées par les traitements du lin. Dans le contenu duodénal et avec toutes
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les formes de lin, trans-11+10C18:1 étaient les principaux isomeres trans-C18:1, suivis par
trans13+14C18:1. Les proportions des trans-18:1 n’ont pas présenté de différence
significative entre les trois régimes. La proportion de trans-18:1 totaux a diminué de fagon non
significative avec I’ingestion de LM (Figure 11). L’ingestion de LM a diminué de fagon non
significative les proportions de trans-13+14C18:1, trans-15C18:1 et trans-16C18:1 dans le
contenu duodénal, par rapport a lI'ingestion de LC et LE (Tableau 19).
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contenu duodénal  phase solide du rumen  phase liquide du
rumen

Fiqure 11 : Proportions de trans-C18:1 totaux dans les phases solide et liquide du contenu
ruminal et dans le contenu duodénal des vaches fistulées recevant une ration contenant des

graines de lin crues (LC), des graines de lin conditionnées (LM), ou des graines de lin
extrudées (LE).
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Tableau 19. Proportions des intermédiaires de biohydrogénation dans le contenu duodénal des

vaches fistulées recevant des graines de lin crues ou traitées.

Traitement * LC LM LE ECTM? P
(% de C18)°

trans-C18:1 totaux 18,77 11,47 17,54 3,94 0,50
trans-4C18:1 0,09 0,08 0,03 0,01 0,10
trans-5C18:1 0,16 0,15 0,17 0,02 0,73
trans-6+7+8C18:1 0,71 0,46 0,59 0,16 0,63
trans-9C18:1 0,40 0,25 0,35 0,11 0,68
trans-10+11C18:1 8,96 5,27 8,13 3,11 0,72
trans-12C18:1 1,10 0,64 0,92 0,14 0,36
trans-13+14C18:1 3,71 2,07 3,55 0,39 0,16
trans-15C18:1 1,95 1,19 2,00 0,11 0,06
trans-16C18:1 1,79 1,36 1,82 0,06 0,05

cis-9,trans-11C18:2 0,21 0,24 0,20 0,03 0,76

trans-11,cis-15C18:2 2,11 1,29 2,49 0,58 0,47

CLN 0,19 0,18 0,12 0,06 0,70

ILC: ration contenant des graines de lin crues, LM : ration contenant des graines de lin conditionnées, LE: ration
contenant des graines de lin extrudées.

2ECTM : écart-type de la moyenne.

¥ AG 4 18 carbones.

3.3.2. Discussion

3.3.2.1. Cinétique de disparition des AGPI in situ : vitesse de biohydrogénation et temps de

latence

Les vitesses de biohydrogénation de C18:2 et de C18:3, 5,9% h™ et 6,8% h™ respectivement,
obtenus dans cette expérience avec les graines de lin crues sont comparables a ceux trouveés
par Enjalbert et al. (2003) in situ avec des graines de colza crues (soit respectivement 4,8% h™
et 4,9% h™). Perrier et al. (1992) ont trouvé un vitesse de biohydrogénation de 6,1% h™ pour
C18:2 et C18:3 avec des graines de soja crues broyées. Un temps de latence de 1 a 2 h a été
observé pour la biohydrogénation des AGPI de colza (Enjalbert et al., 2003). Dans notre

experience le temps de latence était également de 1 a 2 h pour C18:2 et C18:3 avec les graines
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de lin crues. Le temps de latence enregistré in situ peut étre attribué a la pénétration lente des
bactéries dans les sachets a cause de I’hydrophobicité de la matiére grasse (Enjalbert et al.,
2003). Dautre part, I’accumulation de gaz dans les sachets (Marinucci et al., 1992) et la teneur
en matiere seche plus élevée dans les sachets en comparaison avec le contenu ruminal,
pourraient limiter I'accessibilit¢ de différents constituants des cellules aux enzymes
microbiennes (Michalet-Doreau et Noziere, 1999) et donc diminuer la vitesse de la

biohydrogénation de la matiere grasse incubée in situ.

3.3.2.2. Importance de la biohydrogénation des AGI et proportions de C18:0, cis-9C18:1,

C18:2 et C18:3 in situ et dans les contenus ruminal et duodénal

Les valeurs de la biohydrogénation mesurées dans le contenu duodénal et la phase liquide du
rumen avec LC étaient élevées pour C18:3, et un peu moins pour C18:2. Des résultats
semblables ont été obtenus in vivo avec du lin cru par Scollan et al. (2001). Kucuk et al. (2001)
ont trouvé une augmentation de la biohydrogénation des AGI lorsque la proportion de
fourrages est augmentée dans la ration. Dans notre expérience, la proportion de fourrages était
élevée (72,67% de la MS de la ration). La biohydrogénation de cis-9C18:1 était inférieure a
celle des AGPI, en accord avec Kucuk et al. (2001) et Loor et al. (2002b).

L'absence de protection des AGPI par I’extrusion contre la biohydrogénation ruminale,
observée dans notre expérience in situ est conforme aux résultats de Clinquart et al. (1993),
apres incubation de lin extrudé in situ pendant 8 heures. De méme, I’extrusion des graines de
lin n’a pas modifié de facon significative la biohydrogénation des AGPI dans le contenu
ruminal ou dans le contenu duodénal. Plusieurs auteurs ont trouvé que I’extrusion ne protege
pas les AGI de la biohydrogénation ruminale, que ce soit avec des graines de colza in vitro
(Enjalbert et al., 2003), des graines de colza in situ (Enjalbert et al., 2003), ou in vivo avec des
graines de lin (Gonthier et al., 2004b) ou des graines de soja (Chouinard et al., 1997).
Cependant, I’extrusion de graines de soja a 143°C a diminué la biohydrogénation des AGI
(cis-9C18:1 + C18:2 + C18:3) de 8,5% (Reddy et al., 1994). Dans notre expérimentation, les
graines de lin ont été extrudées a 120°C, I’absence de protection pourrait étre liée a la faible
température utilisée (Bayourthe et al., 2000).

Malgré I’absence d’effet significatif, nous remarquons une augmentation des proportions
d'AGI dans le contenu duodénal avec les graines de lin conditionnées, qui ont d'autre part eu
un effet significatif sur la biohydrogénation de C18:3 dans la phase solide du contenu ruminal.

La température de conditionnement des graines de lin dans cette expérience était tres faible, et
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donc une protection par I’effet de la chaleur n’est pas envisageable. La taille des particules
était plus élevée avec les graines de lin conditionnées (grille de 6mm) qu’avec les graines de
lin crues ou extrudées (grille de 3 mm). Ceci pourrait, malgré I’action de la mastication,
expliquer la diminution de biohydrogénation constatée in vivo. Au contraire, dans notre
experience in situ, toutes les formes de lin subissaient un broyage préalable a la grille de 0,5
mm avant incubation, et on n’a plus observé de différence entre les formes de lin. Cependant,
la diminution de vitesse de biohydrogénation aprés conditionnement avait aussi été observée
in vitro (Tableau 6), alors que toutes les formes de lin avaient aussi subi un deuxieme broyage
avec une grille de 0,5 mm avant incubation : la taille des particules ne peut donc expliquer

seule I’ensemble des effets du conditionnement.

3.3.2.3. Effet des traitements du lin sur les proportions des intermédiaires de

biohydrogénation in situ et dans les contenus ruminal et duodénal

Une accumulation importante de CLN ainsi que des isomeéres trans-11,cis-15C18:2 et cis-
9,trans-11C18:2 a été observee in situ. Avec LC, aprés 16 h d’incubation, CLN représentait
11,70% des AG a 18 carbones, et aprés 24 h d’incubation les proportions de trans-11,cis-
15C18:2 et cis-9,trans-11C18:2 représentaient respectivement 15,72% et 2,69% des AG a 18
carbones.

La proportion de CLN était beaucoup moins importante dans les contenus ruminal et
duodénal, et sa proportion était plus élevée dans la phase solide du rumen. A notre
connaissance, c’est la premiere fois que cet intermédiaire était mesuré in situ et in vivo chez
des vaches consommant des graines de lin.

La proportion de trans-11,cis-15C18:2 était beaucoup plus élevée que la proportion de cis-
9,trans-11C18:2 in situ et dans les contenus ruminal et duodénal. Loor et al. (2004) ont
également trouvé que le contenu duodénal de cis-9,trans-11C18:2 augmentait peu chez des
vaches consommant une ration supplementée par de I’huile de lin. Lors d’addition de lin a la
ration, le cis-9,trans-11C18:2 provient trés probablement de I’isomérisation du C18:2 présent
initialement dans la ration (19% des AG a 18 carbones dans le lin et le foin dans notre essai),
car cet isomere conjugué n’est pas un intermédiaire de la biohydrogénation de C18:3 (Harfoot
et Hazlewood, 1988).

Nos résultats confirment donc :

- la présence de CLN dans le contenu ruminal et duodénal suite a I’ingestion de graines de

lin.
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- la présence de trans-11,cis-15C18:2 en quantité importante par rapport au cis-9, trans-
11C18:2, ce qui confirme qu’il est un intermédiaire principal dans la biohydrogénation de
C18:3 (AG principal de la ration), comme I’avaient déja montré Body (1976) et Loor et al.
(2004).

Les traitements du lin n’ont pas affecté de fagon significative les proportions de CLN, cis-
9,trans-11C18:2 et trans-11,cis-15C18:2 dans les contenus ruminal et duodénal. Cependant,
I’extrusion du lin a numériquement conduit & une augmentation de cis-9,trans-11C18:2, trans-
11,cis-15C18:2 et CLN dans le contenu ruminal. Plusieurs auteurs ont constaté une
augmentation significative de cis-9,trans-11C18:2 avec les graines oléagineuses extrudées :
aprés 8 h d’incubation in situ de graines de colza crues ou extrudées, cis-9,trans-11C18:2
représentait respectivement 0,91 et 2,74% des AG a 18 carbones (Enjalbert et al., 2003). De
méme, aprés consommation d’une ration contenant 17,5% de graines de soja crues ou
extrudées, la proportion de cis-9,trans-11C18:2 dans le lait était respectivement de 0,42 et
1,99% des AG totaux (Chouinard et al., 2001). Dans notre expérience, I’absence d’un effet
significatif de I’extrusion sur la proportion de cis-9,trans-11C18:2 peut étre expliquée par la
faible température d’extrusion en comparaison a celle utilisée dans ces expériences, ou par une
inhibition de l'isomérisation de C18:2 par la concentration élevée de C18:3 dans la ration,
comme I’ont montré in vitro Troegeler-Meynadier et al. (2003).
In situ, les proportions de cis-9,trans-11C18:2 et CLN sont considérablement augmentées avec
le conditionnement du lin alors que I’extrusion n’a pas augmenté la proportion de cis-9,trans-
11C18:2. Cette différence entre les résultats in situ et in vivo sera discutée plus loin (3.4.1.).-
La proportion de trans-C18:1 totaux était plus importante dans le contenu duodénal et la phase
liquide du rumen que dans la phase ruminale solide, en liaison avec la faible biohydrogénation
observée dans la phase solide.
La distribution générale des trans-C18:1 in situ et dans les contenus ruminal et duodénal a été
similaire a celle observée lors d’un apport d’huile de lin (Loor et al., 2004) : dominance de
trans-11C18:1, avec des proportions importantes de trans-12C18:1, trans-13+14C18:1, trans-
15C18:1 et trans-16C18:1.
Selon Harfoot et Hazlewood (1988) le trans-15C18:1 est un produit important dans la
biohydrogenation de C18:3. Cependant, la proportion de trans-15C18:1 in situ, dans les phases
solide et liquide du contenu ruminal ainsi que dans le contenu duodénal a été en moyenne trés
proche de celles des trans-13+14C18:1 et trans-16C18:1. Cela indique que les isoméres trans-
13+14C18:1, trans-15C18:1 et trans-16C18:1 sont tous des intermédiaires importants dans la
biohydrogénation de C18:3.

90



L’extrusion du lin n’a pas modifiée les proportions des trans-C18:1 dans le contenu ruminal ou
duodénal, mais elle a significativement augmenté la proportion de trans-10+11C18:1 a 16 h
d’incubation in situ. L’extrusion des graines oléagineuses augmente souvent les intermédiaires
de biohydrogénation (Chouinard et al., 1997a ; Abughazaleh et al., 2002 ; Enjalbert et al.,
2003). Dans la premiere des trois périodes de notre expérience, une proportion élevée de
trans-10+11C18:1 a été observée dans le contenu digestif de la vache consommant le lin cru,
ce qui peut avoir masqué I'effet de I'extrusion dans les contenus ruminal et duodénal. Comme
la biohydrogenation de C18:3 était faible avec I’ingestion de LM (effet significatif dans la
phase solide du rumen), les proportions des intermédiaires de la biohydrogénation de cet AG
(trans-13+14C18:1, trans-15C18:1 et trans-16C18:1) avaient aussi tendance a diminuer avec

I’ingestion de LM.

L’ingestion de lin conditionné a augmenté le rapport C2/C3 en comparaison avec I’ingestion
de lin cru ou extrudé, en favorisant peut-étre I’action des souches cellulolytiques. La taille
des particules, plus élevée avec LM, pourrait expliquer, au moins en partie, cette différence.

La biohydrogénation in situ a été lente avec toutes les formes du lin, et a conduit a une
accumulation importante des isomeres octadécatriénoiques, octadécadiénoiques et
octadécénoiques. Des conditions défavorables aux microorganismes dans les sachets
(hydrophobicité des MG, ou accumulation de gaz ?) sont probablement responsables de ce
phénomeéne. Le conditionnement et I’extrusion du lin n’ont pas eu d’effet sur la cinétique de
biohydrogénation des AGPI in situ. Le conditionnement du lin a augmenté les proportions
d'isomeéres conjugués de C18:2 et C18:3 sans augmenter les trans-C18:1, ce qui suggere un
ralentissement de la biohydrogénation au-dela de la premiere étape. L’extrusion du lin a
augmenté les isomeres trans-10+11C18:1 in situ, en accord avec les données
bibliographiques.

De maniere générale, le conditionnement ou I’extrusion du lin n’ont pas eu d’effet majeur
sur l'importance de la biohydrogénation ruminale et les proportions des intermédiaires
mesurées dans les contenus ruminaux et duodénal. Cependant, la biohydrogénation des
AGPI et la proportion de trans-C18:1 étaient faibles avec I’ingestion de lin conditionné.

La biohydrogénation des AG des graines de lin conduit a des proportions importantes de
CLN, trans-11,cis-15C18:2, trans-10+11C18:1, trans-13+14C18:1, trans-15C18:1 et trans-

16C18:1 en accord avec les données obtenues in vitro dans I’expérimentation précédente.

91



3.4. Comparaison des méthodes in vitro, in situ et in vivo pour I'étude des

effets des traitements du lin sur la biohydrogénation

3.4.1. Effet propre de la méthode d’étude

Nous avons fait une comparaison entre les résultats obtenus par les méthodes in vitro, in situ
ou dans la phase liquide ou solide du rumen en utilisant comme référence les résultats obtenus
dans le contenu duodénal. Cette comparaison a pour but de valider ces méthodes dans le cas de
la matiere grasse afin de réduire le codt lié aux expériences in vivo ou le minimiser, par
exemple en utilisant des animaux équipés d’une seule canule (rumen) a la place de deux

canules, une pour le rumen et une pour le duodénum.

Tableau 20: Effet de la méthode d’investigation et des traitements du lin sur la

biohydrogénation des AGI et les proportions de leurs intermédiaires.

Méthode d’investigation * Traitement 2
Interaction®

DUO RS RL IV16 1S24 | LC LM LE

Profil des AG (% de C18)
trans-C18:1* 15,93 12,20° 18,82% 15,96™ 24,17% 18,41* 14,75" 19,08° P =0,93
Cis-9C18:1 3,22° 6,51 2,09° 7,25° 592°| 47 567 462 P=0,001
c9,t11C18:2  0,22° 0,77°° 0,31° 1,31° 274*| 101 1,27 092 P=0,001
t11,c15C18:2  1,96° 244" 365° 2,62° 14,73% 521 4,02 591° P =065

C18:2 257 577° 1,63% 299° 196%| 250° 3,84% 260° P=0,001
CLN 0,17 1,41 054> 166° 3,83%| 1,83 1,16 157 P=0,036
C18:3 6,41 16,65 346" 7,85° 4,89%| 6,04° 10,7° 6,72° P =0,001

Biohydrogénation (%) °
Cis-9C18:1 80,62* 60,98° 87,60° 58,59" 66,10°73,44° 64,9° 73,90° P =0,006
C18:2 87,57° 72,11% 92,11* 85,97° 89,57*|87,86* 81,60° 86,95 P =0,002
C18:3 88,86° 71,20° 94,01* 88,69" 91,15%89,59° 82,17° 88,59 P =0,001

'DUO : contenu duodénal, RS : phase solide du rumen, RL : phase liquide du rumen, 1\V16 : 16 h d’incubation in
vitro, 1S24 : 24 h d’incubation in situ.

2LC : lin cru, LM : lin conditionné, LE : lin extrudé.

® Interaction : méthode x traitement.

* AG transC18:1 totaux.

® Labiohydrogénation des AG était calculée selon I’équation de Wu et al. (1991).

24 |es moyennes affectées d’une lettre différente & I’intérieur d’une ligne différent significativement (P < 0,05).
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Dans nos expériences, les proportions de C18:2 et C18:3 aprés 16 h d’incubation in vitro ou
aprés 24 h in situ ne différaient pas significativement des proportions observées dans le
contenu duodénal. Cette comparaison entre méthodes était possible puisque la matiére grasse
du lin représentait dans toutes nos expériences plus de 85% de la matiére grasse totale. Les
résultats de ces comparaisons font I’objet du tableau 20.

Les différentes méthodes d’investigation ont conduit a des pourcentages de biohydrogénation
et des proportions d'intermédiaires différents. Bien que toujours inférieure a celle de C18:2 et
C18:3, la biohydrogénation de cis-9C18:1 était trés faible in vitro et in situ par rapport a celle
mesurée dans le contenu duodénal. Le choix des durées d’incubation in vitro et in situ ayant
été fait sur la base de biohydrogénation de C18:2 et C18:3 voisines de celles observées par
I’étude du contenu duodénal, les différences de biohydrogénation de ces AG entre I’étude du
contenu duodénal et les méthodes in vitro et in situ ne sont pas interprétables. Par contre, la
biohydrogénation des AGPI était plus importante dans la phase liquide du contenu ruminal, et
moins importante dans la phase solide, que dans le duodénum.

La méthode in situ a conduit a une proportion plus élevée de trans-C18:1 que I’étude du
contenu duodénal, ce qui peut masquer la biohydrogénation réelle de cis-9C18:1, car une
isomérisation de trans-9C18:1 vers cis-9C18:1 a été observée in vitro par Proell et al. (2002) ;
ces auteurs ont calculé que 17,6% du cis-9C18:1 provenait du trans-9C18:1 apres 48 h de
culture in vitro.

Il n’y avait pas de différences significatives dans les proportions des intermédiaires de
biohydrogénation entre le contenu ruminal (phases solide et liquide) et le contenu duodénal.
Par contre, la phase solide du rumen contient plus et la phase liquide contient moins d’AGPI
que le contenu duodénal. Cela suggére qu’un échantillon représentatif de phases liquide et
solide du contenu ruminal est nécessaire pour étudier la biohydrogénation. La proportion
élevée des AGI dans la phase solide du rumen peut s’expliquer par I’adsorption des AGI aux
fibres alimentaires (revue dans Harfoot, 1981), et la présence de particules alimentaires qui
n’ont pas encore été digérées (Ward et al., 1964) surtout quand le prélévement a lieu peu de
temps apres le repas.

En comparaison avec le contenu duodénal, la méthode in vitro a surestimé les proportions de
cis-9,trans-11C18:2 et de CLN mais elle a permis une bonne estimation des proportions des
autres intermédiaires de biohydrogénation ; en revanche, la méthode in situ a surestimé tous
les intermédiaires de biohydrogénation. L’accumulation de gaz dans les sachets (Marinucci et
al., 1992) et la teneur en eau plus faible dans les sachets que dans le milieu in vitro et le

contenu ruminal, pourraient limiter I'accessibilité de différents constituants de cellules aux
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enzymes microbiennes et donc diminuer la vitesse de biohydrogénation de la matiere grasse
incubée in situ (Michalet-Doreau et Noziére, 1999). Les mémes auteurs (Noziére et Michalet-
Doreau, 1996) ont constaté une différence d'activité microbienne entre le rumen et le contenu
des sachets, et ils ont suggéré que cela reflétait la présence d'un écosysteme microbien
différent et/ou une modification de l'activité enzymatique de la population microbienne entre
le rumen et le contenu des sachets.

Le manqgue de cohérence entre les résultats obtenus in vitro ou in situ et les résultats obtenus in
vivo a déja été évoqué : une dégradation plus élevée des grains de mais extrudés en
comparaison avec des grains de mais broyés a été trouvé in situ, mais n’était pas observée in
vivo (Shabi et al., 1999). D’autre part, Gosselink et al. (2004) n’ont pas trouve de cohérence
entre les résultats obtenus in vitro ou in situ, et les résultats obtenus in vivo, au cours de leurs

études sur la dégradation ruminale de l'azote alimentaire.

3.4.2. Interaction entre la méthode d’étude et le traitement des graines de lin

Globalement, LM a conduit a des proportions plus élevées d’AGPI et des proportions
inférieures des trans-C18:1 qu’avec LC ou LE. Une interaction significative (traitement X
méthode) a été observée pour cis-9,trans-11C18:2, cis-9C18:1, C18:2 et C18:3, montrant que
I’effet du traitement sur les intermédiaires de biohydrogénation n’a pas été le méme pour
toutes les methodes d’investigation. Dans le contenu duodénal, toutes les formes de graines de
lin ont conduit a la méme proportion de cis-9,trans-11C18:2, mais la proportion de cis-9,trans-
11C18:2 était plus élevée avec LE in vitro, et plus faible in situ & 24 h, qu'avec LC ou LM.
L’extrusion rompt les membranes des cellules en libérant de I’huile (Reddy et al., 1994), et la
concentration élevee d’huile « libre » avec LE incubé in situ peut inhiber I’isomérisation de
C18:2 en diminuant la proportion de cis-9,trans-11C18:2. Méme lorsque les effets du
traitement du lin allaient dans le méme sens avec les différentes méthodes d’investigation,
I“‘intensité des effets du traitement pouvait différer (effet du conditionnement du lin sur la
biohydrogénation des AGPI in vitro et dans le contenu duodénal), ce qui a également eu
comme conséquence des interactions. De la méme maniere, Jenkins et Adams (2002) ont
compareé la biohydrogénation de C18:2 sous forme de linoleamide in vitro et in vivo : quand le
supplément lipidique représentait 5% de la MS de la ration, les résultats sur la
biohydrogénation de C18:2 allaient dans le méme sens avec les deux méthodes, mais

I’importance de la protection de C18:2 sous forme de linoleamide était plus grande in vitro que
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dans le contenu duodénal. Nos résultats ainsi que ceux de Jenkins et Adams (2002) suggérent
que la méthode in vitro est un outil intéressant pour estimer la biohydrogénation.

Agazzi et al. (2004) ont étudié la biohydrogénation des AGI de graines de soja extrudées in
situ, ils ont constaté que la biohydrogénation in situ était lente et fortement influencée par les
conditions de I’expérience. Leur conclusion était que cette méthode presentait un intérét limité

pour estimer la biohydrogénation des aliments.

Par rapport aux résultats obtenus avec le contenu duodénal :

- laméthode in vitro a surestimé la proportion de cis-9,trans-11C18:2 et de CLN mais elle a
permis une bonne estimation des autres intermédiaires de biohydrogénation.

- la méthode in situ a conduit a une surestimation de tous les intermédiaires de
biohydrogénation.

- la biohydrogénation des AGPI a été sous-estimée dans la phase solide du contenu ruminal,
et surestimée dans la phase liquide, et ces contenus ont eu des proportions
d’intermédiaires de biohydrogénation voisines de celles observées dans le contenu
duodénal.

L’effet du traitement sur la biohydrogénation et les intermédiaires de biohydrogénation

dépend de la méthode d’investigation : I’analyse du contenu duodénal, de la phase liquide du

rumen, et la mesure in situ n’ont pas distingué les différentes formes de lin, alors qu’in vitro
et dans la phase solide du rumen, le conditionnement a ralenti la biohydrogénation et diminué
les proportions d’intermédiaires.

En considérant I’ensemble des méthodes d’investigation, la biohydrogénation des AGPI et les

proportions de trans-C18:1 étaient plus faibles avec les graines de lin conditionnées qu’avec

les autres formes de lin utilisées.
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4. PARTIE 1ll.  EFFETS D’UN REGIME ALIMENTAIRE
SUPPLEMENTE AVEC DE GRAINES DE LIN CRUES OU EXTRUDEES
SUR LE PROFIL DES ACIDES GRAS DU PLASMA, LA PRODUCTION
ET LA COMPOSITION DU LAIT

Les expériences in vitro, in situ et in vivo sur des vaches fistulées, qui ont fait I’objet des
parties précédentes, nous ont permis d’obtenir des données sur la biohydrogénation et les
intermédiaires de biohydrogénation de C18:3 contenu dans les graines de lin, et sur I’impact
du traitement du lin sur ces parametres.

Apres ces experiences préliminaires, nous avons verifié I’impact du lin et de son traitement sur
la qualité des matieres grasses du lait, en tant que produit destiné au consommateur humain. A
cette fin, les effets sur la production et la composition du lait de deux régimes riches en
graines de lin crues ou extrudées ont été comparés a un régime témoin sans ajout de graines de
lin. Le lin conditionné n’a pas été utilisé dans cette expérimentation, en particulier en raison de
difficultés d’approvisionnement pour des quantités élevées, mais aussi en raison de difficultés

de conservation.

4.1. Matériels et méthodes spécifiques

4.1.1. Protocole expérimental et rations

Trente vaches en lactation ont été assignees a trois lots selon la parité, la production de lait, le
stade de lactation et les taux butyreux (TB) et protéique (TP). Chaque lot comportait 5
primipares et 5 multipares. Trois régimes alimentaires (une ration témoin ne contenant pas de
lin, une ration contenant du lin extrudé et une ration contenant du lin cru) ont été comparés sur
trois périodes de 21 jours, dont 19 jours d'adaptation, dans un protocole en carré latin. Au
début de la deuxieme période, une vache a été exclue a cause d’une mammite.

Le tableau 21 présente les ingrédients utilisés et la composition chimique des trois régimes,
dont leur composition en AG. La ration mélangée était distribuée le matin, de I’eau était

disponible a volonté.
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Tableau 21. Ingrédients et composition chimique des rations.

Régime’ T LC LE
MS, kg (distribués) 22,86 22,56 22,46
Ingrédients (% MS de la ration)
Ensilage de mais 60,31 61,39 61,12
Luzerne déshydratée 8,24 6,26 6,29
Blé 5,58 0,00 0,00
Concentré protéique 13,48 14,13 14,06
Complément de production® 9,34 0,00 0,00
Graines de lin crues 0,00 16,42 0,00
Graines de lin extrudées 0,00 0,00 16,79
Matiére grasse * 1,31 0,00 0,00
AMV ° 1,31 1,34 1,33
Composition chimique (% MS)
MAT 15,43 15,84 15,79
AG totaux 3,26 5,60 5,74
NDF 42,08 43,10 43,07
ADF 24,36 24,90 24,40
CB 21,23 20,92 21,14
% des AG totaux
C12:0 1,51 0,78 0,79
C14.0 1,85 0,43 0,44
C16:0 26,71 10,14 10,38
C18:0 3,37 3,30 3,42
cis-9C18:1 22,28 18,72 18,87
C18:2 32,66 25,45 25,24
C18:3 7,86 39,72 39,01

LT : régime témoin ne contenant pas de lin, LC : régime contenant du lin cru, LE : régime contenant du lin
extrudé.

2 Aliment correcteur azoté composé de tourteau de soja protégé, tourteau de tournesol protégé, tourteau de germe
de mais, urée, tourteau de palmiste et vinasse de canne.

® Correcteur énergétique a base de céréales (blé, orge, mais).

* Aliment complémentaire du commerce composé de sels d’acide gras d’huile de palme et d’huile de soja.

® Aliment minéral et vitaminé contenant : 7% P, 21% Ca, 6% Mg, 1% Na, et par kg : 300000 Ul vitamine A,
60000 Ul vitamine D3, 700 mg vitamine E, 4500 mg Zn, 3500 mg Mg, 800 mg Cu,70 mg I, 20 mg Co, 15 mg Se.
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4.1.2. Mesures et prélevements

La production de lait de chaque vache était mesurée au cours des 4 derniers jours de chaque

période. Le 20°™ jour de chaque période, du sang était prélevé a 14h00, et du lait était prélevé

a la traite du soir. Le 21°™ jour a la traite de matin, un deuxiéme prélévement de lait était
effectué, il était suivi d’une deuxiéme prise de sang. Les prélevements des deux traites (50 ml
par traite) etaient immédiatement congelés. Avant analyse, les échantillons des deux traites
étaient mélangés.

En outre, a chacune de ces deux traites, des prélevements de lait étaient envoyés au
laboratoire interprofessionnel d’analyses laitieres pour doser le TP et TB. Le sang était prélevé
a la veine coccygienne, dans des tubes héparinés sous vide, qui étaient centrifugeés et le plasma

était immédiatement congelé.

4.2. Résultats

4.2.1. Production et composition du lait

La production de lait, le TB et le TP sont présentés dans le tableau 22.
L’ingestion de graines de lin a significativement baisse la production de lait, mais elle n’a pas

eu d’effet significatif sur le TB ou le TP par rapport a la ration témoin.

Tableau 22. Effet d'un supplément de graines de lin sur la production et la composition du lait

des vaches laitiéres.

Régimes * T LC LE ECTM ? P
Lait (kg/jour) 34,86° 33,34 32,30 0,37 0,000
Composition, %
TB % 4,61 4,49 4,36 0,09 0,17
TP % 2,95 2,90 2,89 0,02 0,13
Production (kg/jour)
Matiére grasse 1,59° 1,49% 1,41° 0,04 0,002
Protéine 1,03 0,97° 0,93 0,01 0,000

LT : régime ne contenant pas de lin, LC : régime contenant du lin cru, LE : régime contenant du lin extrudé.
? Ecart-type de la moyenne.
#b| esmoyennes affectées d’une lettre différente & I”intérieur d’une ligne différent significativement (P < 0,05).
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La production de matiere grasse dans le lait a eu tendance a baisser et la production de matiére
protéique a significativement baissé chez les vaches consommant des graines de lin par rapport
a celles consommant la ration témoin.

Il n’y avait pas de différence significative entre LE et LC pour la production de lait, le TB et le
TP.

4.2.2. Plasma

4.2.2.1. Profil des AG (autres que les trans-C18:1)
Le profil des AG du plasma est présenté dans le tableau 23.

Tableau 23. Profil des AG (autres qgue des trans-C18:1) dans le plasma des vaches

consommant une ration contenant ou non des graines de lin crues ou extrudées.

Régimes * | T | LC | LE | ECTM?
(% des AG totaux)
C12:0 0,20° 0,15° 0,10° 0,01
C14:0 0,98% 0,84° 0,68° 0,03
C15:0 0,47% 0,43° 0,43° 0,01
C16:0 10,23% 8,16° 7,71¢ 0,10
C16:1 0,68 0,71 0,71 0,06
C17:0 0,48° 0,44° 0,42° 0,01
C17:1 0,15 0,15 0,12 0,01
C18:0 13,81° 14,49 14,09% 0,13
Ccis-9C18:1 7,98° 7,51° 7,70® 0,13
cis-11C18:1 0,472 0,38° 0,36° 0,02
cis-9.trans-11C18:2 0,13¢ 0,20° 0,26° 0,01
C18:2 44,05° 37,80° 36,99° 0,29
trans-11,cis-15C18:2 0,50 0,47 0,40 0,04
CLN 0,11° 0,21° 0,272 0,01
C18:3 4.45° 13,46" 14,84 0,20
C20:4 2,43° 2,19° 2,35° 0,03

1T : régime ne contenant pas de lin, LC : régime contenant du lin cru, LE : régime contenant du lin extrudé.
2 Ecart-type de la moyenne.
¢ Les moyennes affectées d’une lettre différente a I’intérieur d’une ligne différent significativement (P < 0,05).
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Les proportions de C12:0, C14:0, C15:0, C16:0, C17:0, cis-9C18:1, cis-11C18:1, C18:2 et
C20:4 ont diminué, mais les proportions de C18:0, cis-9,trans-11C18:2, CLN et C18:3 ont
augmenté dans le plasma avec I’ingestion de graines de lin par rapport a I’ingestion de la
ration témoin. L’ingestion de graines de lin extrudées a permis de diminuer les proportions de
C12:0, C14:0, C16:0 et C17:0, et d’augmenter les proportions de cis-9,trans-11C18:2, CLN et
C18:3 dans le plasma par rapport a I’ingestion de graines de lin crues. La proportion de trans-

11,cis-15C18:2 n’a pas été modifiée par I’ingestion de lin cru ou extrudé.

4.2.2.2. Profil des AG trans-C18:1

Le profil des trans-C18:1 dans le plasma est présenté dans le tableau 24. Les proportions des
AG de trans-4C18:1 a trans-9C18:1 n’étaient pas modifiées de fagon significative par
I’inclusion de lin dans la ration. Les proportions des AG de trans-10+11C18:1 a trans-
16C18:1 ont augmenté avec I’ingestion de lin. En outre, I’ingestion de graines de lin extrudées

a augmenté les proportions de ces isomeres par rapport aux graines de lin crues.

Tableau 24. Profil des acides trans-C18:1 du plasma de vaches consommant une ration

contenant ou non des graines de lin crues ou extrudées.

Régimes | T | LC | LE | ECTM?
(% des AG totaux)
trans-C18:1 totaux 1,11° 2,23 3,04° 0,10
trans-4C18:1 0,01 0,01 0,02 0,01
tran-5C18 :1 0,015" 0,02 0,022 0,004
trans-6+7+8C18:1 0,01 0,02 0,01 0,01
trans-9C18:1 0,03 0,07 0,05 0,03
trans-10+11C18:1 0,41° 0,64 0,95 0,03
trans-12C18:1 0,13° 0,28 0,35 0,04
trans-13+14C18:1 0,27° 0,69 0,99% 0,04
trans-15C18:1 0,09° 0,25 0,34 0,05
trans-16C18:1 0,09° 0,22 0,27° 0,04

LT : régime ne contenant pas de lin, LC : régime contenant du lin cru, LE : régime contenant du lin extrudé.

2 Ecart-type de la moyenne.
¢ Les moyennes affectées d’une lettre différente a I’intérieur d’une ligne différent significativement (P < 0,05).
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4.2.3. Lait

4.2.3.1. Profil des AG (autres que des AG trans-C18:1)

Le profil des AG du lait fait I’objet du tableau 25. L’ingestion de lin n’a pas affecté les
proportions de C4:0, C11:0, C13:0 et C20:4. Les proportions d’AG de C8 a C17 ainsi que
celles de cis-11C18:1, Cl14:1, C16:1, C17:1 étaient significativement diminuées avec
I’ingestion de graines de lin par rapport a la ration témoin. L’ingestion de lin a
significativement augmenté les proportions de C18:0, cis-9C18:1, cis-15C18:1, cis-9,trans-
11C18:2, trans-11,cis-15C18:2, CLN et C18:3, mais la proportion de C18:2 a
significativement diminué avec les rations enrichies en graines de lin.

L’extrusion du lin a augmenté les proportions de cis-15C18:1, cis-9,trans-11C18:2, trans-
11,cis-15C18:2 et CLN, et diminué les proportions des AG de C6:0 a C16:0 par rapport aux
graines de lin crues. Les proportions de C16:1, C17:1, cis-9C18:1, cis-11C18:1, C18:2, et
C18:3 n’étaient pas modifiées de fagon significative par I’extrusion du lin.
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Tableau 25. Profil des AG du lait (autres gue des trans-C18:1) de vaches consommant une

ration contenant ou non des graines de lin crues ou extrudées.

Régime ! T LC LE ECTM 2
% des AG totaux
C4:0 2,69 2,69 2,53 0,06
C6:0 2,16° 2,012 1,81 0,05
C8:0 1,33 1,23° 1,06° 0,02
C10:0 2,74° 2,37° 2,05° 0,06
C11:.0 0,25 0,20 0,21 0,02
C12:0 3,95° 3,15° 2,50° 0,08
C13:0 0,19 0,15 0,16 0,02
C14:0 11,41° 9,95° 9,11 0,11
Cl4:1 0,99° 0,76° 0,71° 0,04
C15:0 0,98° 0,84° 0,80° 0,02
C16:0 33,59° 24,35 23,34° 0,29
C16:1 1,73° 1,23° 1,23° 0,04
C17:0 0,63° 0,57 0,58° 0,02
C17:1 0,16° 0,09 0,13%® 0,02
C18:0 9,40° 14,20° 14,48 0,30
cis-9C18:1 18,65° 21,842 22,21° 0,27
cis-11C18:1 0,53° 0,45° 0,43° 0,02
cis-15C18:1 0,09° 0,53° 0,87° 0,05
cis-9,trans-11C18:2 0,59° 0,80° 1,13 0,05
trans-11,cis-15-C18:2 0,04° 0,60° 0,89° 0,03
C18:2 1,92° 1,70° 1,62° 0,04
CLN 0,00° 0,13° 0,16° 0,01
C18:3 0,28" 0,95 1,22 0,09
C20:4 0,14 0,09 0,11 0,03
AG impairs® 2,05 1,77 1,72° 1,23
C4:0-C16:0 60,28 47,70° 44,27° 0,43
p/s* 0,04° 0,07 0,09 0,001
oméga-6/oméga-3 8,98° 1,62° 1,26° 0,18
AGMI® 25,25° 30,96" 33,43° 0,37
AGPI 2,96° 4,28° 5,09 0,17

T : régime ne contenant pas de lin, LC : régime contenant du lin cru, LE : régime contenant du lin extrudgé.

2 Ecart- type de la moyenne.

$C11+C13+C15+C17

* Rapport : AG polyinsaturés/AG saturés.

> AG trans-C18:1 inclus.

¢ Les moyennes affectées d’une lettre différente a I’intérieur d’une ligne différent significativement (P < 0,05).
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4.2.3.2. Profil des AG trans-C18:1

Le profil des trans-C18:1 du lait est présenté dans le tableau 26. L’ingestion de graines de lin a
significativement augmenté toutes les proportions des trans-C18:1 par rapport a la ration
témoin. L’ingestion de graines de lin extrudées a augmenté de facon significative les
proportions de trans-9C18:1, trans-10+11C18:1, trans-13+14C18:1 et trans-15C18:1 dans le

lait en comparaison des graines de lin crues.

Tableau 26 : Profil des acides trans-C18:1 du lait de vaches consommant une ration contenant

ou non des graines de lin crues ou extrudées.

Régime’ T LC LE ECTM?
(% des AG totaux)
trans-C18:1 totaux 3,18° 6,61° 8,91° 0,27
trans-4C18:1 0,02° 0,03 0,042 0,003
tran-5C18:1 0,01° 0,022 0,022 0,002
trans-6+7+8C18:1 0,09° 0,11° 0,25 0,02
trans-9C18:1 0,17° 0,23 0,35° 0,02
trans-10+11C18:1 1,33° 2,11° 3,13 0,08
trans-12C18:1 0,31° 0,67 0,74 0,02
trans-13+14C18:1 0,73° 1,92° 2,64° 0,17
trans-15C18:1 0,25° 0,79 0,93 0,04
trans-16C18:1 0,29 0,73 0,80° 0,03

LT : régime ne contenant pas de lin, LC : régime contenant du lin cru, LE : régime contenant du lin extrudé.
2 Ecart-type de la moyenne.
¢ Les moyennes affectées d’une lettre différente a I’intérieur d’une ligne différent significativement (P < 0,05).

4.3. Discussion

4.3.1. Production et composition du lait

L’ingestion d’une ration supplémentée avec des graines de lin (crues ou extrudées) a eu
comme conséquence une baisse de la production de lait dans cette expérience. Les résultats
publiés sur la réponse de la production de lait a un supplément de graines de lin sont

contradictoires. Gonthier et al. (2005) ont constaté que I’inclusion de graines de lin (cru,

103



extrudé ou micronise) a 12,6% de la MS de la ration avait un effet négatif sur la production de
lait. Au contraire, Kennelly (1996) n’a pas trouvé d’effet négatif sur la production de lait avec
I’addition de graines de lin entieres jusqu’a 15% de la MS de la ration, mais dans une autre
expérience présentée dans le méme article, I’inclusion de graines entiéres de lin a 10% de la
MS de la ration a diminué la production de lait par rapport a la ration témoin. Dans cette
derniere expérience le changement de teneur du lait en C18:3 était faible, ce qui indique une
biohydrogénation importante des AGPI dans le rumen conduisant probablement d'apres Petit
et al., (2001) a une réduction de I’activité cellulolytique et de la prise alimentaire. La quantité
de MS ingérée par I’animal affecte la quantité de lait produit. Ainsi, dans une expérimentation
au cours de laquelle le traitement des graines de lin par le formol conduisait a une
augmentation de lait produit par rapport aux graines de lin non traitées, I’auteur attribuait cette
hausse de production a I’augmentation d’ingestion de MS avec le lin traité (Petit, 2003). Dans
notre expérience, nous n’avons pas mesuré la prise alimentaire, et ne pouvons donc prendre en
compte ce parametre.

L’addition de matieres grasses riches en AGI a la ration des vaches laitieres entraine une
diminution du TB et TP de lait (Schingoethe et Casper, 1991). Dans notre expérience, le
supplément de graines de lin n’a pas significativement modifié le TB ou le TP. Cependant le
TP a eu tendance (P=0,13) a diminuer avec I’ingestion de LE. L’absence d’effet dépresseur sur
la matiére grasse du lait suggere que la réduction de synthése de novo des AG, liée au
prelevement sanguin d'AG longs, était compensée par I’augmentation d’apport d’AG par le lin
(Gonthier et al., 2005).

La production de matiéres grasses a diminué de 0,10 et 0,18 kg/j et la production de protéines
de lait a diminué de 0,06 et 0,10 kg/j avec I’ingestion de graines de lin crues et extrudées,
respectivement. La baisse de production de protéines et de matiéres grasses dans le lait serait
donc essentiellement une conséquence de la baisse de production de lait, puisque le TB et le

TP n’étaient pas significativement affectés.

4.3.2. Profil des AG du plasma et du lait

L’évolution du profil des AG du lait en réponse aux traitements est cohérente avec I'évolution
du profil des AG du plasma, sauf pour la proportion de trans-11,cis-15C18:2, indépendante de
la ration dans le plasma, et accrue par I’apport de lin dans le lait.

Mise & part la proportion de C4:0 dans le lait, toutes les proportions des AG courts et moyens

étaient diminuées dans le plasma et dans le lait avec I’ingestion de graines lin. Les proportions
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des AG a 18 carbones (sauf cis-11C18:1 et C18:2) étaient augmentées dans le plasma et le lait
avec I’ingestion de graines de lin. Nos résultats rejoignent donc les résultats de Petit et al.
(2001), Soita et al. (2003), et Gonthier et al. (2005). Les AG de C4:0 a C14:0 et une partie du
C16:0 sont synthétisés de novo par la glande mammaire et I’apport accru d’AGPI dans la
ration inhibe fortement cette synthese (Clapperton et Banks, 1985). Grummer (1991) a
proposé deux explications quant a cette inhibition : un effet indirect par modification de la
production des AGV dans le rumen en augmentant la proportion d’acide propionique et en
diminuant les proportions des acides acétique et butyrique, ces deux derniers étant les
précurseurs de la lipogenese mammaire, ou un effet direct sur I’acétyl-CoA carboxylase
(enzyme clé dans la synthése de novo des AG). Cependant, La théorie de la biohydrogénation
des AG comme mécanisme expliquant les chutes de taux butyreux avec certains régimes a été
récemment suggéré et a attribué I’inhibition au trans-10C18:1 et trans-10,cis-12C18:2
(Bauman et Griinari, 2001).

La teneur en acide butyrique du lait n'a pas été affectée par notre supplément lipidique, comme
déja constaté par Clapperton et Banks (1985). Cette particularité peut étre due au fait que cet
AG est synthétisé en partie par des voies métaboliques indépendantes de I’acétyl-CoA
carboxylase, et parce que I’oxydation des AG longs en corps cétoniques accroit la disponibilité
en butyrate pour la glande mammaire (Chilliard et al., 2000). La proportion de C18:3 a été
multipliée par 4 avec I’ingestion de 2,6 kg MS de graines de lin dans notre expérience, contre
un facteur 3 avec une ration contenant 2 kg MS de graines de lin crues ou micronisées
(Gonthier et al., 2005), et 2 avec une ration contenant 1 kg MS de graines de lin crues ou
micronisées (Soita et al., 2003). Un faible changement dans la proportion de C18:3 du lait,
compareé a I’infusion de 500 g d’huile de lin dans le duodénum, qui a multiplié la proportion
de C18:3 par 7 en comparaison avec l’ingestion de graines de lin protégées par du
formaldéhyde et ajoutées a raison de 11,40% de la ration (Petit et al., 2002), a également été
note et refléte la biohydrogénation intense de cet AG dans le rumen.

La proportion de cis-9C18:1 était légerement mais significativement plus élevée dans le
plasma avec I’ingestion de la ration témoin, mais au contraire était plus élevée dans le lait avec
I’ingestion de graines de lin. Une partie de cet AG présent dans le lait vient de la désaturation
de C18:0 par la mamelle. Environ la moitie du C18:0 prélevé par la glande mammaire est
désaturé en cis-9C18:1 (Enjalbert et al., 1998).

L’ingestion de graines de lin extrudées n’a pas modifié les proportions de cis-9C18:1 et C18:2
dans le plasma ou dans le lait en comparaison avec celle de graines de lin crues, alors que la

proportion de C18:3 a augmenté significativement dans le plasma, et de facon non
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significative dans le lait. De méme, Gonthier et al. (2005) n’ont pas constaté d’augmentation
des proportion de cis-9C18:1, C18:2 et C18:3 dans le lait des vaches consommant du lin
extrudé en comparaison avec celles consommant du lin cru. L’extrusion des graines de lin n’a
pas suffisamment protégé C18:3 pour accroitre sa proportion dans le lait au cours de notre
experience. Cette conclusion est en accord avec les observations de Clinquart et al. (1993),
Focant et al. (1998) et Gonthier et al. (2005).

Le supplément de lin était la seule source de CLN dans le lait car il n’y avait pas de CLN
détectable dans le lait du groupe témoin. Harfoot et Hazlewood (1988) ont décrit cis-9,trans-
11,cis15C18:3 comme le principal isomére conjugué dans la biohydrogénation de C18:3. La
présence de CLN dans la matiere grasse du lait de vache a déja été mentionnée (Banni et al.,
1996). Dans notre expérimentation, I’extrusion du lin a augmenté la proportion de CLN.

La proportion de cis-15C18:1 dans le lait était multipliée par 6 et 10, et la proportion de trans-
11,cis-15C18:2 était multipliée par 15 et 22 respectivement par I’ingestion de graines de lin
crues et extrudées. Ceci est cohérent avec les résultats de Loor et al. (2004), qui ont constaté
une multiplication des teneurs en cis-15C18:1 et trans-11,cis-15C18:2 respectivement par 22
et 9 dans le lait en réponse a l'apport d'un supplément d’huile de lin a une ration riche en
fourrages. Les AG cis-15C18:1 et trans-11,cis-15C18:2 sont en effet des intermédiaires
principaux de la biohydrogénation de C18:3 (Body, 1976).

Les AG C11:0, C13:0, C15:0, contenus dans la matiére grasse du lait sont synthétisés dans la
glande mammaire a partir de la condensation du propionate et du malonyl-CoA tandis que le
C17:0 du lait résulte plutét d'un prélévement sanguin de cet AG issu de la synthése bactérienne
dans le rumen (Massart-Leén et al., 1983). Ces AG impairs linéaires saturés ont reagi
differemment a I’inclusion de graines de lin dans la ration des vaches au cours de notre
expérience : les proportions de C11:0 et C13:0 n’étaient pas modifiées, mais les proportions de
C15:0 et C17:0 dans le plasma et dans le lait étaient diminuées par I’ingestion de lin.

L utilisation des AG impairs du lait comme un outil pour évaluer la fonction du rumen en
terme d’activité microbienne et d’interaction entre les micro-organismes et le substrat a été
proposée par Cabrita et al., (2003). Ces auteurs ont montré qu’il existait une relation inverse
entre la proportion du C17:0 (%AG totaux) dans le lait et la teneur de la ration en protéines.
Nos resultats, ceux de Kennelly (1996) et de Gonthier et al. (2005) ont montré une relation
inverse entre les proportions de C15:0 et C17:0 et la teneur de la ration en graines de lin. Cela
peut étre lié a un changement dans la population microbienne du rumen (Cabrita et al., 2003).
Dans notre expérience I’ingestion de graines de lin crues a diminué le rapport oméga-6/oméga-

3 dans le lait de 8,00 a 1,60. L’utilisation de graines de lin extrudées a fait baisser encore plus
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ce rapport (1,26). Du point de vue nutritionnel, nos resultats peuvent donc étre considérés
comme positifs, car dans les régimes occidentaux ce rapport est maintenant de 15 a 16,7 alors

que le rapport recommande est inférieur a 4 (Simopoulos, 2002).

4.3.3. Les AG trans-C18:1 dans le plasma et dans le lait

La détermination d’un profil complet de trans-C18:1 dans le lait par la CCM-Ag n’a fait
I’objet que d'un nombre limité de publications (Bickerstaffe et al., 1972 ; Parodi, 1976 ; Precht
et Molkentin, 1996 ; LeDoux et al., 2002 ; Piperova et al., 2002). Le profil et la production de
trans-C18:1 ont été déterminés également dans le lait et le plasma des vaches laitiéres, mais
par quantification directe par CPG (Loor et al., 2004 ; Loor et al., 2005). Bien que I’analyse
directe a I’aide d’une colonne de 100 m CP-Sil 88 ait déja montré une tres bonne estimation
des teneurs en trans-C18:1, seule la combinaison de CPG et CPM-Ag permet une
détermination exacte de ces AG (Wolff et al., 1998).

Dans notre expérience, le pourcentage de trans-C18:1 dans le lait du groupe témoin était
comparable au pourcentage annuel issu des études francaises et allemandes (3,3-3,8% d'apres
Wolff et al., 1998). L’ingestion de graines de lin dans notre expérience a significativement
augmenté la production de trans-C18:1, en accord avec les résultats enregistrés sur le lait de
vache par Loor et al. (2005) avec une addition d’huile de lin. Dans le lait et le plasma du
groupe téemoin de notre expérience, comme lors de plusieurs études, trans-10+11C18:1
représentaient la majeure partie des AG trans-C18:1 du lait (Bickerstaffe et al., 1972 ; Parodi,
1976 ; Precht et Molkentin, 1996 ; LeDoux et al., 2002 ; Piperova et al., 2002) et du plasma
(Loor et al., 2005). La littérature montre que si la ration est pauvre en fourrages, le trans-
10C18:1 devient dominant dans le lait par rapport au trans-11C18:1 (Piperova et al., 2000).
Malgré une séparation imparfaite de ces deux isomeres avec la technique chromatographique
utilisée dans notre expérimentation, I’examen des chromatogrammes montre que le trans-
10C18:1 ne représentait qu’un léger épaulement sur le pic principal de trans-11C18:1. Avec
I’inclusion de graines de lin, nous avons trouvé que les proportions de trans-13+14C18:1 dans
le plasma et dans le lait étaient proches de celles de trans-10+11C18:1. Nos résultats
confirment donc ceux obtenus in vitro par Ward et al. (1964) sur la biohydrogénation de
C18:3, dans lesquels trans-13C18:1 et trans-14C18:1 représentaient a eux deux 43% des
intermédiaires octadécénoiques alors que le trans-11C18:1 ne représentait que 12%. De méme,

Loor et al. (2002a) ont trouvé avec une addition d’huile de lin a la ration, que la production
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dans le lait de trans-13+14C18:1 augmentait de 4 a 40 g/j, alors que le trans-11C18:1
n‘augmentait que de 8 a 24 g/j.

L’acide trans-15C18:1 est considéré comme un produit final important dans la
biohydrogénation de C18:3 (Harfoot et Hazlewood, 1988). Cependant, la proportion de cet AG
dans le plasma et dans le lait était en moyenne, dans notre expeérience, tres proche de celles des
trans-12C18:1 et trans-16C18:1, et y représentait moins de 50% de la proportion des trans-
13+14C18:1.

L’ingestion de graines de lin extrudées a augmenté le pourcentage de trans-C18:1 en
comparaison avec les graines de lin crues. Les proportions de trans-9C18:1, trans-
10+11C18:1, trans-13+14C18:1, trans-15C18:1 et trans-16C18:1 ont été augmentées dans le
plasma (sauf pour trans-9C18:1) et dans le lait (sauf pour trans-16C18:1) par I’ingestion de
graines de lin extrudées en comparaison avec des graines de lin crues. L’extrusion des graines
oléagineuses ralentit les derniéres étapes de biohydrogénation, en augmentant surtout les
intermédiaires trans (Chouinard et al., 1997a; Bayourthe et al., 2000 ; Abughazaleh et al.,
2002).

La relation entre la consommation des trans-C18:1 et les maladies cardiovasculaires a eté
souvent étudiée (Semma, 2002). Homler (1998) a passé en revue des études portant sur le
métabolisme des trans-C18:1 chez I’Homme : la plupart de ces études ont comparé cis-9C18:1
a trans-9C18:1. Dans ces études tous les AG trans-C18:1 ont été assimilés au trans-9C18:1.
Cependant, la position de la double liaison est tres importante en ce qui concerne I’effet
biologique des isomeres, et donc les effets générés par trans-9C18:1 ne sont pas forcément
représentatifs de tous les trans-C18:1 (Bauman, 2004). L'acide trans-9C18:1 représente en
moyenne 6,9% des trans-C18:1 dans le lait de vache (Precht et Molkentin, 1996). Dans notre
expérience, avec l’inclusion de graines de lin dans la ration, I’isomére trans-9C18:1

représentait en moyenne seulement 3,7% des trans-C18:1.

L’addition de lin cru ou extrudé a la ration des vaches laitieres a conduit & une diminution de
la quantité de lait produite, sans modification significative des taux butyreux et protéique.
Les données bibliographiques sur I’effet d’un apport de graines de lin sur la production de
lait sont discordantes, mais la tendance observée vers la baisse de TB et TP avec I’ingestion
de LE est en accord avec les données bibliographiques. L’ingestion de lin cru a diminué les
proportions d’AG C6:0 a C16:0 et le rapport oméga-6/oméga-3 et a augmenté les
proportions de cis-9C18:1, de tous les isomeres trans-C18:1, ainsi que de cis-9,trans-
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11C18:2, trans-11,cis-15C18:2, et C18:3. L’ingestion de lin extrudé, en comparaison avec le
lin cru, n’a pas eu d’effet sur la production du lait, le TB et le TP, a diminué les proportions
d’AG C6:0 a C16:0 et le rapport oméga-6/oméga-3, et a augmenté les proportions de trans-
9C18:1, trans-10+11C18:1, trans-13+14C18:1, trans-15C18:1, cis-9,trans-11C18:2, trans-
11,cis-15C18:2. Nos resultats montrent une augmentation de la proportion de CLN dans le
lait avec I’ingestion de lin cru, et I’extrusion de graines de lin augmente significativement

cette proportion dans le lait par rapport au lin cru.
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Discussion génerale,
conclusion et perspectives
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En nutrition humaine, I’acide C18:3 posséde plusieurs propriétés diététiques intéressantes,
liees aux maladies cardiovasculaires (Singh et al., 2002 ; De Lorgeril et Salen, 2004).
L’augmentation de C18:3 dans le lait et les produits laitiers représenterait un moyen efficace
pour augmenter sa consommation, mais aussi pour réduire le rapport oméga-6/oméga-3 tres
élevé maintenant dans le régime alimentaire.

De maniére genérale, la matiére grasse du lait des vaches est pauvre en AGPI, mais elle
contient une relativement grande quantité de C14:0 et de C16:0 (Kennelly, 1996), or les AG
C12:0, C14:0 et C16:0 ont un effet athérogene (William, 2000). Le rapport oméga-6/oméga-3
est élevé dans le lait (Petit et al., 2004) ce qui est aussi défavorable pour la santé humaine
(Simopoulos, 2002).

La biohydrogénation ruminale de C18:3 diminue la possibilité d’enrichir le lait en cet AG. En
outre, cette biohydrogénation a comme conséquence la formation d’intermédiaires qu’on
retrouve dans le lait. Dans notre essai zootechnique, nous avons comparé deux formes des
graines de lin (extrudées ou crues) avec un régime témoin. L’inclusion de graines de lin dans
la ration des vaches laitieres a augmenté la teneur en C18:3 et diminué la teneur en C18:2 dans
le plasma et dans le lait, faisant passer le rapport oméga-6/oméga-3 de 9 a 2 ; ce changement
était accompagné par une diminution des proportions d’AG de C6:0 a C16:0 et une
augmentation de cis-9,trans-11C18:2 et CLN. La production de lait a diminué mais le TB et le
TP n’ont pas été significativement modifiés par I’inclusion de lin dans la ration, en accord
avec les résultats publiés par Gonthier et al. (2005).

Dans nos expériences, la biohydrogénation des AG du lin a conduit principalement a la
formation de 9,11,15C18:3, trans-11,cis-15C18:2, trans-10+11C18:1, trans-12C18:1, trans-
13+14C18:1, trans-15C18:1 et trans-16C18:1. Ces résultats sont en accord avec ceux de Loor
et al. (2004 ; 2005) sauf pour le 9,11,15C18:3 qui n’avait pas été mesuré par ces derniers.

Le conditionnement du lin a partiellement protégé C18:3 de la biohydrogénation. La
température de conditionnement était faible (35 C°) et elle ne peut donc pas expliquer cette
effet. Les graines de lin conditionnées avaient été broyeées a la grille de 6 mm, au lieu de 3 mm
pour les graines extrudées ou crues. Cette différence de taille des particules dans notre
expérience in vivo sur des vaches fistulées peut expliquer la faible biohydrogénation des
AGPI, enfermés dans la structure de particules (Kennelly, 1996). Cependant, le
conditionnement de graines de lin a aussi ralenti la biohydrogénation dans nos essais in vitro et
in situ malgré le broyage de toutes les formes de graines de lin & la grille de 0,5 mm avant

I’incubation.
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L’extrusion du lin n’a pas significativement protégée C18:3 de la biohydrogénation ruminale
mais a eu comme conséquence une augmentation des intermédiaires de biohydrogénation.
Clinquart et al. (1993), et Gonthier et al. (2004b) ont abouti a une conclusion similaire sur les
effets de I’extrusion du lin. 1l a été suggéré que la libération des AG sous I’effet de I’extrusion
pourrait les rendre disponibles pour les micro-organismes du rumen (Chouinard et al., 2001).
Cette hypothese n’est pas confirmée par nos résultats car la biohydrogénation ruminale des
AGPI avec le lin extrudé et le lin cru était similaire dans les contenus digestifs.

Dans le contenu duodénal, dont la mesure du profil ou du flux d’AG est en général considérée
comme la méthode de référence pour la mesure de la biohydrogénation, I’effet de la méthode
de traitement sur I’importance et les intermédiaires de biohydrogénation n'a pas éte tres fort, et
n'a pas éeté significatif dans notre expérience in vivo, probablement en raison du faible nombre
d'animaux. En outre, la lourdeur des expérimentations in vivo nécessite la mise au point
d’autres moyens plus légers pour étudier les différents facteurs influencant la
biohydrogenation des AGI.

L’incubation in vitro avec du jus de rumen et I’incubation dans le rumen de sachets renfermant
la matiére a tester sont couramment utilisées pour étudier la dégradation de différents
composants de la matiére organique des aliments (Wu et Palmquist, 1991 ; Perrier et al.,
1992 ; Arielli et al., 1995 ; Chouinard et al., 1997 ; Michalet-Doreau et Noziere, 1999). En
pratique, la méthode in vitro est la plus facile a mettre en ceuvre car une seule vache donneuse
peut fournir du jus de rumen. En outre, Wu et Palmquist (1991) et Fellner et al. (1995) ont
trouvé que la synthése et la biohydrogénation des AG in vitro étaient semblables a celles
obtenues in vivo, prouvant que les mesures in vitro peuvent prédire le métabolisme des AG in
vivo. Cependant, les conditions expérimentales peuvent étre un facteur important de variation
in vitro.

L’intérét majeur de I’emploi des méthodes in situ est économique, car on peut réduire au
minimum les animaux utilisés, tout en étudiant la dégradation dans des conditions
physiologiques, proches de la réalité en comparaison avec I’incubation in vitro. La technique
in situ permet de faire une comparaison de la biohydrogénation lipidique entre les aliments
mais elle ne permet pas d’estimer quantitativement la biohydrogénation in vivo (Perrier et al.,
1992 ; Enjalbert et al., 2003). De méme, in situ, la vitesse de biohydrogénation des AG du
colza était inférieure et le temps de latence était plus élevé qu’in vitro (Enjalbert et al., 2003).
En outre, I’interprétation des variations de la composition des AG dans les sachets est difficile
parce que la disparition d’un AG peut étre la conséquence de la biohydrogénation ou

simplement dle au fait que I’AG a quitté le sachet (Perrier et al., 1992).
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Dans nos expériences, l'effet des traitements n’a pas été le méme selon les différentes
méthodes d’investigation. Par rapport aux résultats obtenus dans le contenu duodénal dans
notre expérience, la méthode in vitro a permis une bonne estimation de I’effet des traitements
sur la biohydrogenation des AGPI et sur les intermédiaires de biohydrogénation. La méthode
in situ a par contre été caractérisée par une sous-estimation de I’importance de la
biohydrogénation, et une surestimation de tous les intermédiaires de biohydrogénation. La
biohydrogénation des AGPI était sous-estimée dans la phase solide et surestimée dans la phase
liquide du contenu ruminal. Nos expériences in vitro, in situ et in vivo sur les vaches fistulées,
nous permettent de conclure que :

- un échantillon représentatif des phases solide et liquide du contenu ruminal est

envisageable pour étudier la biohydrogénation des AGI.
- les résultats obtenus in vitro sont plus proches des résultats obtenus dans le contenu
duodénal que les résultats obtenus in situ.

L’évolution de la composition du lait en fonction du traitement du lin reflétait davantage les
résultats observés in vitro que ceux observés dans le contenu duodénal de vaches taries. La
biohydrogénation du lin extrudé in vitro était moins forte que celle du lin cru, ce qui est
cohérent avec nos observations dans le lait, dans lequel C18:3 représentait 1,22% des AG avec
I’ingestion de lin extrudé et 0,95% avec I’ingestion de lin cru. Au contraire, dans les contenus
ruminal et duodénal les proportions de C18:3 étaient presque les mémes avec les lins cru ou
extrudé. L’extrusion a augmenté in vitro tous les intermédiaires de biohydrogénation. Cet effet
ne concernait qu'une partie des trans-C18:1 in situ, et aucun intermédiaire dans le contenu
duodénal. L'extrusion augmentait les proportions des intermédiaires de biohydrogénation dans
le lait, comme in vitro. Le contenu duodénal, considéré comme une méthode de référence n’a
pas prédit I’effet de I’extrusion de graines de lin observé dans le lait. Cependant, dans nos
expériences les prélévements de lait et les prélevements des contenus ruminal et duodénal
n’étaient pas effectués sur les mémes animaux, les prélevements digestifs étant faits sur des
vaches taries.

Enfin, les intermédiaires de biohydrogénation trouvés dans le lait dans notre expérience
comprenaient ceux qui ont des effets positifs sur la santé humaine comme le cis-9,trans-
11C18:2 (Parodi, 1999) ou sur modele animal comme le 9,11,15C18:3 (Plourde, 2005), mais
aussi ceux qui ont des effets négatifs comme les acides trans-C18:1 (Semma, 2002). Il faut
donc rester prudent quant aux conséquences possibles sur la santé humaine de la distribution
de matiéres grasses de lin aux vaches, car cette ingestion de lin a sensiblement augmenté la

proportion de trans-C18:1 dans le lait dans notre expérience.
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Aussi, des connaissances complémentaires seraient nécessaires pour éclaircir ou expliquer

différents points dans nos expériences :

1. Dans nos études in vitro et in situ nous avons rebroyé les différentes formes de graines de
lin & la grille de 0,5 mm. Cependant, cette homogénéisation de taille aprés traitement
n’annule pas forcément les possibles différences entre formes de lin dues a des écarts de
tailles de particules pendant le traitement. Des essais comparant des formes conditionnées
et/ou extrudées dans des conditions identiques de taille des particules peuvent étre
nécessaires.

2. Le conditionnement des graines de lin s’avére intéressant mais il faudrait comparer
plusieurs tailles de particules et températures de conditionnement, ou plusieurs couples
température — durée, pour déterminer les conditions idéales offrant le flux maximal
d’AGPI dans le duodénum. En outre, pendant notre travail avec cette forme de lin, sa
conservation s’est avérée difficile a cause de son taux d’humidité ; ce probléme resterait a
résoudre avant de mettre en ceuvre I’utilisation de cette forme de lin.

3. Compte tenu de I’effet du conditionnement seul observé dans nos expériences, une étude
détaillée de I’effet des différents combinaisons (conditionnement / extrusion) sur la
fermentation et sur la biohydrogénation ruminale des AGPI se révélerait intéressante, car
la forme extrudée est celle qui se trouve sur le marche et est utilisee par les eleveurs.

4. Dans cette expérience, la teneur des AG trans-13+14C18:1, trans-15C18:1 et trans-
16C18:1 dans le lait de vache était importante lors d’apport de lin dans la ration, surtout
apreés extrusion. L’impact de ces AG sur la santé humaine reste inconnu et donc des essais
des effets possibles sur la santé humaine sont nécessaires afin de préciser si la matiere

grasse du lait ainsi obtenu a une bonne qualité diététique.
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AA Acide gras arachidonique
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AGI Acides gras insaturés

AGS Acides gras saturés

AGMI Acides gras monoinsaturés

AGPI Acides gras polyinsaturés

AGV Acides gras volatiles

BF4 Trifluorure de bore

cis-9C18:1  Acide oléique

C18:2 Acide linoléique

C18:3 Acide oc-linolénique

C2 Acide acétique

C3 Acide propionique

CLA Acides linoléigues conjugués

CLN Acides oc-linoléniques conjugués

CCM-Ag Chromatographie sur couche mince imprégné de nitrate d’argent
CPG Chromatographie de phase gazeuse

DHA Acide docosahexaénoique

DMOX 2-alkenyl-4,4-dimethyloxazoline

EPA Acide eicosapentaénoique

HDL Lipoprotéines de haute densité

IDL Lipoprotéines de densité intermédiaire

LDL Lipoprotéines de faible densité

LC Mélange de 70% graines de lin + 30% son de blé, cru

LE Meélange de 70% graines de lin + 30% son de blé, extrudé
LM Mélange de 70% graines de lin + 30% son de blé, (maturé) conditionné.
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MG

MS

NDF
N-NH3
Oméga-3
Oméga-6
B

TP
trans-C18:1
VLDL

Matiére grasse

Matiere seche

Neutral detergent fiber

Azote ammoniacal

Acides gras de la famille oméga-3
Acides gras de la famille oméga-6
Taux butyreux

Taux protéique

Acides gras trans-octadécénoique

Lipoprotéines de tres basse densité
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