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Résumé: L’apport de graines oléagineuses dans la ration de la vache laitière pendant 1 à 3 
mois pourrait améliorer la qualité nutritionnelle du lait, mais également pénaliser dans 
certains cas les performances zootechniques. Peu de données sont disponibles sur les effets de 
ces stratégies alimentaires sur de plus longues périodes. 
L’objectif de cette thèse est de quantifier au cours de 2 lactations consécutives, les effets de 
supplémentations en lin ou en trois différentes formes de colza de rations à base d’herbe 
conservée en hiver et pâturée en été sur les performances zootechniques de la vache laitière et 
la composition fine en acides gras du lait  
Les effets des suppléments étudiés persistent au sein de chaque période (hiver et été) et sont 
répétables d’un été à l’autre. Ils sont par ailleurs similaires à ceux observés lors d’études de 
durée plus courte (1 à 3 mois). Ces stratégies ne permettent pas d’améliorer les performances 
zootechniques et diminuent parfois le taux protéique du lait, notamment en hiver. Toutefois, 
elles réduisent les teneurs du lait en acides gras saturés au profit de l’acide oléique et, dans le 
cas du lin de l’acide α-linolénique. Ces modifications peuvent être considérées comme une 
amélioration de la qualité nutritionnelle du lait. Cependant, le lin extrudé et le tourteau de 
colza gras augmentent les acides gras trans et les suppléments diminuent souvent l’acide 
ruménique du lait au pâturage. La distribution des isomères des acides gras insaturés cis et 
trans du lait dépend du type de graine et du niveau d’amidon de la ration, mais pas de la 
forme d’apport du colza, qui influence toutefois l’amplitude des effets observés. 
Par ailleurs, l’analyse détaillée du profil en acides gras du lait a permis de mieux comprendre 
le métabolisme des acides linoléiques et linoléniques conjugués, en lien avec la lipogenèse 
mammaire. 
 
Mots clés: Performances laitières des vaches; Lin extrudé; Colza; Acide gras trans du lait, 
Acides linoléiques et linoléniques conjugués; Effets à long terme. 
 

Rapeseed or linseed supplements in grass-based diets over two consecutive lactations: 
Effects on dairy cow performance and detailed milk fatty acid composition 

Abstract: Addition of oilseed supplements to dairy cow diets for 1 to 3 months may improve 
the milk nutritional quality, but detrimental effects on animal performance may also occur. 
However, data is scarce on long-term effects of these nutritional strategies. 
The objective of this thesis was to quantify the effects of extruded linseed and three forms of 
rapeseed-derived supplements on dairy cow performance and detailed milk fatty acid 
composition, during 2 consecutive lactations. Basal diet was conserved grass during winter 
and pasture during summer. 
Oilseed supplements effects persist within each period (winter and summer) and are 
repeatable between the 2 summer periods. Long-term effects observed over 2 consecutive 
lactations are similar to those observed during short-term (1 to 3 months) studies. These 
oilseed-derived supplements not improve dairy cow performance, but decrease the milk 
protein content in some instances, especially during winter period. Nevertheless, oilseed 
supplementations reduce milk saturated fatty acid content and increase milk content in oleic 
acid and with linseed in α-linolenic acid. Such changes could be considered as an 
improvement of the milk nutritional quality. However, extruded linseed and fat-rich rapeseed 
meal increase milk trans fatty acid content, and oilseed supplements often decrease milk 
rumenic acid at pasture. Isomer distribution of cis and trans unsaturated fatty in milk fat is 
dependent on the oilseed nature and diet starch content, but not on the rapeseed form. 
However, rapeseed form modifies the magnitude of observed effects. 
Furthermore, the detailed analyses of milk fatty acid profile allowed to explore conjugated 
linoleic and linolenic fatty acids metabolism, and their relationship with mammary 
lipogenesis. 
 
Key words: Dairy cow performance; Extruded linseed; Rapeseed; Milk trans fatty acids; 
Conjugated linoleic and linolenic acids; Long-term effects. 
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ABREVIATIONS 

 

ADF: fibres au détergent acide «Acid Detergent Fiber» 

AG: Acides Gras 

AGI: Acides Gras Insaturés 

AGMI: Acides Gras MonoInsaturés 

AG n-3: Acides Gras Omega 3 

AG n-6: Acides Gras Omega 6 

AG n-9: Acides Gras Omega 9 

AGNE: Acides Gras Non Estérifiés 

AGPI: Acides Gras PolyInsaturés 

AGS: Acides Gras Saturés 

AG trans i: Acides Gras trans d’origine Industrielle 

AG trans r: Acides Gras trans d’origine naturelle (produit de Ruminant) 

AGV: Acides Gras Volatils 

ALC: Acide Linoléiques Conjugués 

ALnC: Acides Linolèniques Conjugués 

BHB: Beta-HydroxyButyrate 

CCM: Chromatographie sur Couche Mince 

CLHP: Chromatographie Liquide Haute Performance 

CPG: Chromatographie en Phase Gazeuse 

CTL: Contrôle «ConTroL», désigne le traitement témoin 

DIF: Détecteur à ionisation de Flamme 

DMOX:dérivés 4,4-DiMéthylOXazoline 

EL: graines de lin extrudées «Extruded Linseed», désigne le supplément et le traitement 

EMAG: Esters Méthyliques d’Acides Gras 

ENILV: Ecole Nationale des Industries du Lait et de la Viande 

EPS: Extraction en Phase Solide 



Abréviations 

15 

 

ER: graines de colza extrudées «Extruded Rapeseed», désigne le supplément et le traitement 

FRM: tourteaux de colza gras obtenus par extraction de l’huile de colza par pression à froid 
«Fat Rapeseed Meal», désigne le supplément et le traitement 

HDL: High-Density Lipoprotein 

IE: ionisation par Impact d’Electron 

IRTF: spectrométrie Infra Rouge à Transformée de Fourier 

k’: facteur de rétention 

LDL: Low-Density Lipoprotein 

MS: Matière Sèche 

MSI: Matière Sèche Ingérée 

NDF: fibres au détergent neutre«Neutral Detergent Fiber» 

PDI: Protéines Digestibles dans l’Intestin grêle 

PL: Production Laitière 

RMN: spectrométrie par Résonance Magnétique Nucléaire 

SM: Spectrométrie de Masse 

TB: Taux Butyreux 

TL: Taux de Lactose 

TP: Taux Protéique 

UE: Union Européenne 

VLDL: Very Low-Density Lipoprotein 

WR: graines de colza entières et crues n’ayant subit aucune transformation «Whole 
Rapeseed», désigne le supplément et le traitement 
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AVANT-PROPOS 
 

 

L’apport de suppléments oléagineux riches en lipides dans la ration de la vache laitière a 

fait l’objet de recherches depuis un demi-siècle et tend à être de plus en plus utilisé en 

élevage. Ces pratiques ont pour conséquence de modifier les performances zootechniques et la 

composition en acides gras du lait. L’apport de produits oléagineux durant de courtes périodes 

(1 à 3 mois) permet de réduire les teneurs du lait en acides gras saturés à chaînes courte et 

moyenne, au profit des acides gras insaturés à 18 atomes de carbone, ce qui pourrait améliorer 

la qualité nutritionnelle du lait. Cependant, ces pratiques peuvent induire une augmentation 

importante de la teneur en acides gras trans du lait, dont les effets peuvent être délétères pour 

la santé humaine. De plus, dans certains cas ces pratiques peuvent pénaliser les performances 

de production des vaches laitières. Très peu de données sont toutefois disponibles sur les 

effets de ces stratégies alimentaires sur de plus longues périodes (1 lactation entière et plus) or 

ces informations sont nécessaires afin d’évaluer la durabilité de telles pratiques en élevage. 

Ces éléments de contexte sont détaillés dans la première partie de ce manuscrit, avant 

que les objectifs de ma thèse ne soient décrits. Les moyens expérimentaux et analytiques mis 

en œuvre afin de répondre à ces objectifs sont abordés dans une troisième partie. Les 3 articles 

scientifiques rédigés au cours de ma thèse sont ensuite présentés et discutés. Enfin, les 

conclusions et les perspectives de ce travail sont exposées. 
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1 CONTEXTE SCIENTIFIQUE 

1.1 Structure, nomenclature et méthodes d’analyse des acides gras 

Dans les domaines de la nutrition humaine et animale, un fort intérêt est porté depuis 

plus de 20 ans sur les Acides Gras (AG) en raison de leurs effets sur la santé humaine et de 

leur rôle en physiologie animale. De nombreux efforts de mise au point de techniques 

d’analyses performantes ont été déployés. Il est maintenant possible de déterminer avec 

précision le profil en AG de différentes matrices (aliments, tissus, contenus digestifs…). Des 

étapes préalables d’extraction et de dérivation des AG sont les pré-requis indispensables à 

l’utilisation ultérieure de techniques chromatographiques et spectrométriques dédiées. Après 

avoir présenté la structure et la nomenclature des AG, les différentes étapes d’analyse du 

profil en AG sont décrites ci-après, avec une attention particulière portée à certains AG 

mineurs du lait (AG trans, AG conjugués). 

1.1.1 Structure et nomenclature des acides gras 

Les AG sont des molécules composées d’une chaîne carbonée linéaire formée par la 

répétition du chaînon -CH2- ou =CH- et portant un groupement acide carboxylique –COOH à 

une extrémité (extrémité delta, ∆) et un groupement méthyle –CH3 à l’autre extrémité 

(extrémité n-, oméga, ω). La chaîne carbonée dont la longueur varie de 4 à 30 atomes contient 

le plus souvent un nombre pair d’atomes de carbone. Les AG à chaîne courte comportent 

moins de 8 atomes de carbone, les AG à chaîne moyenne entre 8 et 16 atomes de carbone et 

les AG à chaîne longue plus de 16 atomes de carbone. Les AG Saturés (AGS) ne présentent 

pas de double liaison au sein de leur chaine carbonée. Ils ont une configuration linéaire dans 

l’espace (figure 1), à l’exception des acides gras ramifiés. Les AG Insaturés (AGI) portent au 

sein de leur chaîne carbonée une seule double liaison (AG MonoInsaturés, AGMI) ou 2 

doubles liaisons ou plus (AG PolyInsaturés, AGPI). Chaque double liaison peut prendre deux 

configurations géométriques différentes: cis ou trans. La configuration cis, aussi appelée Z 

(de l’allemand Zusammen qui veut dire ensemble), est la plus courante. Dans ce cas, les 2 

atomes d’hydrogène sont situés du même côté par rapport au plan de la double liaison. Cette 

configuration induit une courbure d’un angle d’environ 30° dans la chaîne carbonée (figure 

1). La configuration trans, aussi appelée E (de l’allemand Entgegen qui veut dire opposé), où 

les 2 atomes d’hydrogène sont situés de part et d’autre du plan de la double liaison, induit une 



 

 

Figure 1: Représentation schématique de quelques molécules d’acides gras 
(Sources: ITERG, 2002, Bauman et Lock, 2006) 

 

 

18:3 cis‐9,cis‐12,cis‐15 ou 18:3n‐3 

18:2 cis‐9 ou 18:1n‐9 

18:2 cis‐9,cis‐12 ou 18:2n‐6 

18:0 

Acide vaccénique: acide monoinsaturé de configuration trans à 18 atomes de carbone. 

18:1 trans‐11 

ALC cis‐9,trans‐11 

ALC trans‐10,cis‐12 

Acide ruménique: acide linoléique conjugué cis‐9,trans‐11. 

Acide linoléique conjugué trans‐10,cis‐12 
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structure spatiale quasiment linéaire de la molécule, proche de celle d’un AGS (figure 1). 

Dans la plupart des cas, au sein de la chaîne carbonée d’un AGPI, les doubles liaisons sont 

séparées par 3 atomes de carbone (structure méthylène interrompue). Il existe également des 

AGPI de structure bis-méthylène interrompue (doubles liaisons distantes de 4 atomes de 

carbone) ou des acides gras conjugués (doubles liaisons distantes de 2 atomes de carbone sans 

séparation par un méthylène). Ce sont des mécanismes spécifiques d’isomérisation ayant lieu 

notamment dans le rumen des ruminants ou induits par le traitement technologique des huiles 

qui permettent de dériver les AGI cis méthylène interrompus en AGI trans et/ou bis-

méthylène interrompus ou conjugués1. Enfin, certains AG présentent la particularité de 

contenir une ou plusieurs fonctions chimiques supplémentaires (hydroxyle, thiol…) ou bien 

encore, un ou plusieurs groupes méthyles ramifiés ou un cycle au sein de la molécule. On 

parle alors d’AG à chaîne ramifiée. Ces derniers dérivent principalement des synthèses 

bactériennes. 

Parmi les AGI, on distinguera notamment les AG oméga 3 (AG n-3, ex. acide α-

linolénique: 18:3n-3 ou 18:3 cis-9,cis-12,cis-15), les AG oméga 6 (AG n-6, ex. acide 

linoléique: 18:2n-6 ou 18:2 cis-9,cis-12), les AG oméga 9 (AG n-9, ex. acide oléique: 18:1n-9 

ou 18:1 cis-9) ou encore les Acides Linoléiques Conjugués (ALC ou Conjugated Linoleic 

Acids: CLA, ex. acide ruménique ALC cis-9,trans-11) et les Acides Linoléniques diènes ou 

triènes Conjugués (ALnC ou Conjugated Linolenic Acids: CLnA, ex. acide rumélénique 

ALnC cis-9,trans-11,cis-15 ou acide α-éléostéarique ALnC cis-9,trans-11,trans-13). Au sein 

des AG ramifiés, on distinguera les AGS iso-méthyles et anteiso-méthyles ayant un groupe 

méthyle ramifié sur le carbone n-1 ou n-2 (ex. iso 15:0 et anteiso 17:0). 

Il existe donc une grande diversité d’AG. Leurs différences en terme de longueur de 

chaîne carbonée, de degré d’insaturation ou bien encore de position et de configuration de 

leurs doubles liaisons, leurs confèrent des propriétés physiques (point de fusion notamment), 

chimiques et physiologiques différentes. 

 

 

                                                            
1Cf. Partie 1.3.1 
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1.1.2 Extraction et préparation des acides gras pour analyses 

Isoler la fraction lipidique d’une matrice biologique peut se faire par de nombreuses 

méthodes, la plupart étant basées sur l’utilisation de solvants organiques (Christie, 1993b). 

L’utilisation d’un mélange de chloroforme et de méthanol (2:1, v/v) afin d’extraire les lipides 

des autres constituants de la matrice, suivie d’une étape de lavage par addition d’une solution 

saline fait figure de référence (Folch et al., 1957). La méthode d’extraction de Bligh et Dyer 

(1959) est également commune et a l’avantage d’être économe en solvants comparativement à 

la méthode de Folch et al. (1957). De nombreuses adaptations de ces méthodes ont été 

proposées dans le but d’utiliser des solvants moins toxiques et d’économiser du temps et/ou 

des réactifs (Christie, 1993b). Une méthode basée sur l’utilisation d’une colonne sèche a 

également été développée (Maxwell et al., 1986). Cette méthode rapide présente l’avantage 

d’utiliser une faible quantité de solvant et de séparer par élution séquentielle les lipides 

polaires puis neutres. En revanche, elle ne permet pas d’obtenir des quantités importantes 

d’extrait lipidique. Plus récemment de nouvelles techniques alternatives, n’utilisant pas ou 

que très peu de solvant ont fait leur apparition. Il s’agit notamment des extractions par micro 

ondes ou par fluide en conditions supercritiques (Carrapiso et Garcia, 2000). 

La préparation de dérivés volatils à partir des AG est une étape indispensable à leur 

analyse ultérieure par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG). Les Esters Méthyliques 

d’AG (EMAG) sont généralement préférés à d’autres types de dérivés (esters éthylique, 

propylique, isopropylique ou butylique). La très forte volatilité des EMAG explique leur 

bonne séparation par CPG. Cependant des facteurs de correction doivent être appliqués aux 

EMAG à chaîne courte (Christie, 1993a, Kramer et Zhou, 2001). Deux principaux types 

d’estérification sont utilisés. L’une est catalysée par un acide, l’autre par une base. 

L’estérification catalysée par un acide peut se faire en présence d’acides hydrochlorique 

(HCL) ou sulfurique (H2SO4) ou encore de trifluoride de bore (BF3) (Christie, 1993a). Ce type 

d’estérification présente l’intérêt d’être applicable à tous types de lipides. Cependant, elle peut 

conduire à l’isomérisation des AG conjugués cis,trans en trans,trans et peut créer des 

artefacts (Yurawecz et al., 1994, Kramer et al., 1997, Park et al., 2001). Toutefois, ces 

phénomènes n’apparaissent pas avec une température inférieure à 60°C et un temps de 

réaction inférieur à 30 min (Park et al., 2001). Cependant, dans ces conditions, les 

sphingolipides ne sont pas transestérifiés (Kramer et al., 1997). L’estérification catalysée par 

une base est le plus souvent conduite en présence de méthoxide de sodium (NaOMe) ou de 

potassium (KOMe) (Christie, 1993a). L’avantage de ce type d’estérification réside dans le fait 
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qu’elle n’induit pas d’isomérisation des AG conjugués et qu’elle ne crée pas d’artefacts. 

Cependant, si elle transestérifie efficacement les glycérides, elle ne permet pas d’estérifier les 

AG libres ou de transestérifier les sphingolipides (Christie, 1993a, Kramer et Zhou, 2001). 

L’utilisation de l’une ou l’autre de ces méthodes ou une combinaison des 2 doit être choisie 

en fonction de la composition en classes de lipides de la matrice à analyser. Par souci de gain 

de temps et d’argent, des techniques de transestérification in situ ont été développées 

(Christie, 1993a, Carrapiso et Garcia, 2000). Dans ce cas, les étapes d’extraction et de 

transestérification sont couplées. C’est ce dernier type de procédure qui est utilisé au sein de 

notre laboratoire pour la préparation d’EMAG à partir du lait (Ferlay et al., 2010). 

1.1.3 Profil global en acide gras par chromatographie en phase gazeuse 

L’utilisation de la CPG équipée de colonne capillaire en silice fondue d’une longueur de 

100 à 120 m imprégnée d’une phase stationnaire hautement polaire de cyanopropyl 

polysiloxane est la technique la plus utilisée à ce jour afin de déterminer le profil global en 

AG d’un échantillon (Christie, 1989, Kramer et al., 2001, Juaneda et al., 2007). Le plus 

souvent un Détecteur à Ionisation de Flamme (DIF) reconnu pour sa haute sensibilité et sa 

stabilité est utilisé. L’hydrogène (H2) et l’hélium (He) sont les gaz vecteurs les plus souvent 

utilisés en raison de leur faible vélocité (Christie, 1989). 

1.1.3.1 Rétention et séparation des acides gras 

Avec les colonnes vendues sous les noms commerciaux CP Sil 88 (ChrompackTM, 

Middelburg, Pays Bas), SP 2560, SP 2340 (SupelcoTM, Bellefonte, PA, USA) et BPX-70 

(SGETM, Melbourne, Australie) le facteur de rétention (k’) d’un EMAG varie en fonction du 

nombre d’atomes de carbone de sa chaîne aliphatique (ex: k’C24>k’C22>k’C20…), puis en 

fonction de son degré d’insaturation (ex: k’18:2>k’18:1>k’18:0), de la configuration de ses 

doubles liaisons (k’cis>k’trans) et enfin de la position de ses doubles liaisons (ex: k’18:1 cis-

11>k’18:1 cis-9>k’18:1 cis-6). En outre, les AG conjugués présentent un facteur de rétention plus 

important que leurs homologues aux structures méthylène et bis méthylène interrompues (ex: 

k’ALC cis-9,trans-11>>k’18:2 cis-9,trans-12>k’18:2 cis-9,trans-13) (Christie, 1989). Afin de séparer 

efficacement des mélanges complexes d’EMAG, il est nécessaire d’avoir recours à des 

programmes de température. Dans le cas de la matière grasse laitière, la température initiale 

doit être faible (45 à 75°C) afin d’obtenir une bonne résolution des EMAG à chaîne courte 

ayant un bas point de fusion. La température sera ensuite augmentée jusqu’aux alentours de 

220°C le plus souvent après être passée par un ou plusieurs paliers (Kramer et al., 2001). Des 



 

 

Figure 2: A) Chromatogramme obtenu par CPG-DIF1 des esters méthyliques d’acides gras issus de lait de vache ou de brebis. Des agrandissements 
détaillent les zones B) 16:1, C) 18:1, D) 18:2 et E) Acides Linoléiques (ALC) et Linoléniques (ALnC) Conjugués 
(Sources: A et E: Gόmez-Cortés et al., 2009b; B: Kramer et al. 2008; C: Loor et al., 2004; D: Shingfield et al., 2008) 
1Chromatographie en phase gazeuse équipée d’un détecteur par ionisation de flamme et d’une colonne capillaire en silice fondue de 100 m de long et d’un diamètre 
intérieur de 0,25 mm imprégnée d’une phase de cyanopropyl polysiloxane (CP Sil 88, ChrompackTM, Middelburg, Pays Bas).
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exemples de chromatogramme d’EMAG issus du lait illustrant les zones 16:1; 18:1, 18:2 ainsi 

que ALC et ALnC diènes conjugués sont présentés sur la figure 2. 

Dans le cas d’un mélange d’EMAG aussi complexe que celui issu du lait, des 

séparations incomplètes de nombreux composés dans différentes zones du chromatogramme 

(particulièrement 16:1, 18:1, 18:2 et ALC) sont à l’origine d’une mauvaise estimation de la 

teneur en certains AG (Wolff et al., 1998, Juaneda et al., 2007). Dans le cadre d’une analyse 

approfondie, fractionner le mélange initial peut s’avérer utile. En outre, lorsque l’attention est 

portée sur une catégorie d’AG spécifiques présents en faible quantité dans le mélange initial, 

une étape préliminaire de séparation et de concentration est nécessaire. Dans ces 2 cas, le 

recours à des méthodes préparatives comme la Chromatographie Liquide Haute Performance 

(CLHP) en Phase Inverse, la Chromatographie sur Couche Mince, l’Extraction sur Phase 

Solide ou encore la CLHP avec des phases stationnaires imprégnées de nitrate d’argent (Ag+-

CCM; Ag+-EPS et Ag+-CLHP) est indispensable (Precht et Molkentin, 1999, Destaillats et 

al., 2000, Winkler et Steinhart, 2001, Luna et al., 2009). 

1.1.3.2 Identification des acides gras 

En CPG-DIF, l’identification d’un pic correspondant à un AG est déterminée par la 

comparaison de son temps de rétention avec ceux de standards disponibles dans le commerce. 

Tous les AG présents dans le lait ne sont cependant pas disponibles. L’obtention d’autres 

standards peut se faire via l’isomérisation d’AGI en présence d’un catalyseur métallique 

alcalin (KOH, NaOH), d’acide p-toluenesulfunique (Delmonte et al., 2003, Angers et al., 

2004) ou lors d’un traitement aux Ultra-Violets (UV) en présence d’iode (I2) (Eulitz et al., 

1999). Des processus répétés d’hydrobromination et de déhydrobromination permettent 

également de produire toute une gamme d’isomères de position et de configuration à partir 

d’un AGMI (Delmonte et al., 2008). Cette approche consistant à comparer les temps de 

rétention des pics à identifier avec ceux de standards est toutefois hasardeuse. Elle a d’ailleurs 

conduit certains auteurs à publier des identifications erronées (AbuGhazaleh et al., 2003). 

Combiner cette approche à une analyse structurale des composés par CPG couplée à la 

Spectrométrie de Masse (CPG-SM) est fortement conseillé. 
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L’analyse structurale des EMAG par CPG-SM via l’ionisation par Impact d’Electrons 

(CPG-MS IE) permet de connaitre le poids moléculaire des EMAG. En revanche, elle reste 

peu informative quant à la position des doubles liaisons dans le cas des AGI. Afin de 

contourner ce problème, le recours à des dérivés d’AG libres ou d’EMAG contenant un atome 

d’azote s’avère très utile. En effet, lorsque la molécule est ionisée dans le champ d’électrons, 

l’atome d’azote et non la chaîne aliphatique porte la charge (Spitzer, 1997, Christie, 1998). 

Au sein de ceux-ci, les dérivés 4,4-diméthyloxazoline (DMOX) présentent en outre 

l’avantage d’avoir un point de fusion seulement très légèrement supérieur à celui des EMAG, 

ce qui permet d’obtenir une résolution quasi équivalente par CPG dans des conditions 

similaires (Christie, 1998). La CPG-SM IE sur des dérivés DMOX ou d’autres types de 

dérivés est utile pour identifier le nombre de doubles liaisons et leur position. En revanche, 

elle n’apporte pas d’information quant à leur configuration. Il est alors nécessaire d’avoir 

recours à d’autres techniques telles que la CPG couplée à la Spectrométrie Infrarouge à 

Transformée de Fourier (CPG-IRTF) (Le Quere et Semon, 1998, Mossoba, 2001) et la 

spectrométrie par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) (Lie Ken Jie, 2001, Plourde et al., 

2007a). En outre, une puissante technique de CPG couplée à 2 spectromètres de masse en 

tandem (CPG-SM/SM) impliquant une ionisation chimique à partir d’acétonitrile a été 

développée et permet également de distinguer dans certains cas des isomères de configuration 

(Van Pelt et Brenna, 1999, Michaud et al., 2003, Lawrence et Brenna, 2006). 

1.1.4 Profil en acides linoléiques conjugués par chromatographie en phase liquide haute 

performance en mode ion argent 

Déterminer précisément le profil en ALC du lait par CPG-DIF se révèle difficile en 

raison des faibles teneurs en certains isomères du ALC, de zone de coélution (notamment 

ALC cis-9,trans-11, trans-7,cis-9 et trans-8,cis-10) ou encore de l’interférence avec d’autres 

composés éluant dans la même zone (particulièrement 21:0) (figure 2). Le recours à des 

techniques complémentaires s’avère nécessaire, la CLHP équipée de colonne imprégnée aux 

ions d’argent (ex. ChromSpher 5 LipidsTM, Varian-Chrompack International, Middelburg, 

Pays Bas) étant souvent utilisée (Yurawecz et Morehouse, 2001, Christie et al., 2007). Dans 

ce cas, le phénomène de rétention sur la phase stationnaire est basé sur la capacité des ions 

Ag+ à former des complexes transitoires avec les électrons Π des doubles liaisons. 

L’acétonitrile présent dans la phase mobile (en général utilisé en mode isocratique aux 

alentours de 0.1% v/v dans un solvant apolaire: heptane ou hexane) va alors entrer en 

compétition avec les ions Ag+ pour les sites insaturés des molécules de l’échantillon 



 

 

Figure 3: Chromatogramme obtenu par Ag+-CLHP1 des esters méthyliques d’acides linoléiques conjugués 
issus d’un lait de vache 
(Source: Sehat et al., 1999) 
1Chromatographie en phase liquide haute performance équipée d’un détecteur à barrette de diode enregistrant à 233 nm et 
de 3 colonnes en silice de 250 mm de long et d’un diamètre intérieur de 4.6 mm, imprégnées par des ions Ag+ 
(ChromSpher 5 LipidsTM, Varian-Chrompack International, Middelburg, Pays Bas) et utilisées en série. La séparation se 
fait en mode isocratique en utilisant une solution de 0.1% d’acétonitrile dans l’hexane (v/v) à un débit constant de 1 
mL/min. 
*Absorbtion à 233 nm due au methyl 18:1 cis-9. 
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(Nikolova-Damyanova, 2009). Dans ce système: (i) le facteur de rétention d’un composé 

augmente rapidement avec l’augmentation du nombre de doubles liaisons, (ii) les isomères de 

configuration cis sont retenus plus longtemps que les isomères trans, (iii) les composés aux 

doubles liaisons conjuguées sont retenus moins longtemps que ceux présentant des structures 

méthylène interrompues, eux-mêmes étant retenus moins longtemps que ceux présentant des 

structures bis-méthylène interrompues, (iv) la position des doubles liaisons affecte la rétention 

et (v) la rétention diminue légèrement lorsque la longueur de la chaîne augmente (Nikolova-

Damyanova, 2009). 

Cette technique a trouvé de nombreuses applications permettant de séparer entre autres 

les isomères de configuration des acides linoléiques, linoléniques et arachidoniques (Christie 

et Breckenridge, 1989, Adlof, 1994, Juaneda et al., 1994). L’application la plus courante est 

toutefois dédiée à l’analyse des ALC. Dans ce cas, les propriétés d’absorbance spécifique des 

ALC sous forme d’EMAG sont mises à profit. Ainsi, la présence d’un système de doubles 

liaisons conjuguées au sein de la molécule est à l’origine d’un spectre présentant un pic 

d’absorbance aux alentours de 233 nm (Melis et al., 2001, Delmonte et al., 2004). Les autres 

AG n’absorbant pas à 233 nm, l’utilisation d’un détecteur à barrette de diodes permet de 

confirmer l’identification d’un ALC et l’enregistrement du signal à 233 nm est hautement 

sélectif. Enfin, l’utilisation de 2 à 6 colonnes en série permet d’améliorer significativement la 

séparation (Eulitz et al., 1999). La figure 3 présente le résultat d’une séparation des ALC du 

lait enregistré à 233 nm à l’aide de 4 colonnes sériées. Par définition, les ALC ayant dans tous 

les cas 2 doubles liaisons conjuguées, la séparation se fait en premier lieu en fonction de la 

configuration des doubles liaisons (k’ALC cis,cis > k’ALC trans/cis > k’ALC trans,trans) puis en fonction 

de la position des doubles liaisons (k’ALC 6,8 > k’ALC 7,9 > k’ALC 8,10 …). 

L’obtention d’un profil global en AG dans le cas de différentes matrices est rendue 

possible grâce aux propriétés physico-chimiques distinctes des différents types d’AG ou 

dérivés d’AG. En effet, leurs propriétés différentes facilitent leur séparation par 

techniques chromatographiques. Cependant, la grande diversité d’AG rencontrée dans 

le lait de ruminant nécessite la combinaison de différentes techniques 

chromatographiques et spectrométriques (CCM, CLHP, CPG, CPG-SM, RMN…) afin 

d’identifier et de quantifier avec précision certains isomères d’AG faiblement 

représentés (ALC, ALnC et AG trans, par exemple). 
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1.2 Acides gras alimentaires et santé humaine 

Dès 1940, Tannenbaum suggère qu’une relation existe entre restriction de l’apport en 

lipides et réduction de la cancérogénèse. Depuis, de très nombreuses études ont porté sur les 

relations existant entre les lipides ingérés et la santé humaine. Le concept actuel prend en 

compte individuellement les propriétés distinctes des différents AG sur la santé humaine 

(Williams, 2000, Shingfield et al., 2008). Dans le cadre d’études d’interventions cliniques, 

établir clairement le rôle spécifique d’un AG s’avère difficile. En effet, la complexité des 

interactions entre le modèle d’étude1, la durée de l’intervention, le type de régime témoin, le 

niveau d’apport des lipides, les autres constituants de la ration et le contexte de l’étude 

tendent à compliquer l’analyse des effets propres des différents AG. En outre, la forme 

d’apport des lipides peut également jouer un rôle sur l’absorption des AG (Armand, 2008) et 

donc influencer les résultats de ce type d’études. Cela explique en partie que certains effets 

rapportés ci après, démontrés sur modèles cellulaire ou animal, n’ont à ce jour pas pu être 

démontrés chez l’homme (ex: ALC) et que les conclusions de certaines études, ainsi rendues 

ambigûes, sont sujettes à de nombreux débats et controverses. Les effets potentiellement 

délétères des AGS sont ainsi encore discutés au sein de la communauté scientifique (Hite et 

al., 2010, Katan et al., 2010) tout comme les éventuels effets distincts des AG trans d’origine 

naturelle ou industrielle (Baer, 2010, Brouwer et al., 2010). Les effets en santé humaine des 

différentes classes d’AG seront détaillés par la suite. 

1.2.1 Acides gras saturés 

D’une manière générale, la consommation en excès d’AGS est considérée comme un 

facteur relié à l’augmentation des taux plasmatiques de cholestérol total et de lipoprotéines de 

faible densité (Low-Density Lipoprotein, LDL). Un régime trop riche en AGS est ainsi 

associé à un risque plus élevé d’apparition de maladies cardiovasculaires et coronariennes 

chez l’homme (Kromhout et al., 1995, Williams, 2000, Shingfield et al., 2008). Les 

recommandations alimentaires nationale (France) et internationale suggèrent par ailleurs que 

l’apport d’AGS doit être restreint à moins de 10 % de l’énergie ingérée (FAO et WHO, 1998, 

AFFSA, 2010, US Department of Agriculture and US Department of Health and Human 

Services, 2010). Cependant, l’intérêt de diminuer les apports d’AGS dans le régime ne 

s’entend que si la substitution se fait au bénéfice d’AGI cis et non pas au profit des glucides 

(Mensink et al., 2003, Siri-Tarino et al., 2010). En outre, les AGS pris individuellement ne 

présentent pas les mêmes effets biologiques sur la santé humaine. Ainsi les 6:0, 8:0, 10:0 et 
                                                            
1Homme sain, malade ou obèse… 
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18:0 sont considérés comme neutres, alors que les 12:0, 14:0 et surtout le 16:0, s’ils sont 

consommés en excès, sont reconnus comme étant de forts agents athérogènes et 

hypercholestérolémiants (Grundy et Denke, 1990). Cependant, une augmentation de l’apport 

d’acide myristique (14:0), tout en restant en dessous du seuil de 2% de l’énergie ingérée, 

s’avère positif en diminuant le taux plasmatique de triglycérides et en augmentant celui des 

lipoprotéines de haute densité (High-Density Lipoprotein, HDL) (Dabadie et al., 2005). 

D’autres AGS ont quant à eux des effets positifs sur la santé humaine. Ainsi, l’acide butyrique 

(4:0) et les acides gras ramifiés (notamment les iso 15:0 et iso 16:0) ont des effets 

anticarcinogènes via l’inhibition de la croissance de cellules tumorales qu’ils induisent 

(Parodi, 1999, Yang et al., 2000, Parodi, 2001, Wongtangtintharn et al., 2004, Shingfield et 

al., 2008). 

1.2.2 Acides gras insaturés cis 

Les principales connaissances concernant les effets des AGMI cis en santé humaine ont 

été acquises au travers d’études portant sur le régime méditerranéen1 caractérisé notamment 

par un taux élevé d’incorporation d’huile d’olive riche en acide oléique (18:1 cis-9) (Lopez-

Miranda et al., 2006). Dans ce contexte, l’acide oléique semble avoir la capacité de diminuer 

le taux plasmatique de cholestérol LDL au profit du HDL et présente ainsi des propriétés 

antiathérogènes. En outre, l’acide oléique a amélioré l’insulino-sensibilité lorsqu’il se 

substituait à des AGS dans le régime (Lopez-Miranda et al., 2006). On notera cependant 

qu’une partie de ces effets pourrait être due aux composés liposolubles mineurs de l’huile 

d’olive testée dans les protocoles expérimentaux. A ce jour, généraliser ces conclusions dans 

le cadre d’un régime alimentaire différent du type méditerranéen reste difficile. 

Dans le cadre des régimes occidentaux, un déséquilibre entre les apports d’AGPI des 

séries n-3 et n-6 est observé (Ailhaud et al., 2006). Ainsi, l’apport en AG n-6 est plus de 10 

fois supérieur à l’apport en AG n-3, ce qui engendre un déséquilibre entre ces 2 familles d’AG 

essentiels. Augmenter la consommation d’AG n-3 tout en diminuant le rapport n-6/n-3 semble 

être associé à une réduction des risques d’apparition de maladies cardiovasculaires et de 

cancers, vraisemblablement induite par les effets antiathérogènes, anti-inflammatoires et 

hypotenseurs des AG n-3 (Delorgeril et al., 1994, De Caterina et Zampolli, 2001). A l’inverse, 

une consommation excessive d’AG n-6 associée à un rapport n-6/n-3 supérieur à 10 du 

                                                            
1Régimes méditerranéen, occidental, asiatique correspondent à un ensemble des pratiques alimentaires incluant 
le choix des aliments, leur fréquence de consommation et leur mode de cuisson mais aussi le rythme et le 
nombre des repas par jour. 
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régime a des effets pro-obésité (dans le cadre du développement périnatal) et pro-

inflammatoire (Ailhaud, 2008). L’acide α-linolénique (18:3n-3) présente un taux de 

conversion vers les AG n-3 plus longs très faible (Pawlosky et al., 2001), mais peut diminuer 

le risque d’apparition de maladies cardiovasculaires (Holy et al., 2011). L’acide 

docosahéxanoïque (22:6 n-3; DHA) présente en outre des propriétés antidépressives (Sublette 

et al., 2006) et a un rôle primordial dans le développement neuronal chez le fœtus et le 

nouveau-né (Williams, 2000). 

1.2.3 Acides gras insaturés trans 

Les AG trans sont apportés dans l’alimentation humaine par les huiles végétales 

partiellement hydrogénées (source industrielle, AG trans i) et par les produits de ruminants 

(source naturelle, AG trans r). Si dans les 2 cas, les AG trans sont principalement représentés 

par les 18:1 trans, la distribution isomérique varie fortement entre ces 2 sources d’aliments. 

Ainsi, les acides élaïdique (18:1 trans-9) et vaccénique (18:1 trans-11) sont généralement les 

isomères les plus abondants respectivement dans les huiles hydrogénées et les produits de 

ruminant (figure 4) (Molkentin et Precht, 1996, Precht et Molkentin, 1996). 

Il est désormais admis qu’une consommation excessive d’AG trans i (au delà de 2% de 

l’apport énergétique), en augmentant la teneur plasmatique en LDL et le rapport cholestérol 

total: HDL, est associée à une augmentation des risques d’apparition des maladies cardio-

vasculaires (Willett et al., 1993, Oomen et al., 2001, AFSSA, 2005). Trois études 

d’interventions cliniques récentes ont comparé les effets des AG trans i et r. Par rapport à un 

régime où moins de 1% de l’apport énergétique se fait sous la forme d’AG trans, lorsque 

ceux-ci représentent 3% ou plus de l’apport énergétique, le taux de LDL plasmatique est 

augmenté de manière plus importante par les AG trans r que par les AG trans i (Chardigny et 

al., 2008, Motard-Belanger et al., 2008, Baer, 2010). En revanche, dans l’étude de Baer 

(2010), seuls les AG trans r ont augmenté le taux d’HDL plasmatique, suggérant, selon cet 

auteur que les AG trans r auraient un effet délétère sur la santé humaine inférieur à celui des 

AG trans i. Cependant, il est important de noter que dans ces 3 études, le rapport total 

cholestérol: HDL augmente de manière équivalente quelle que soit la source d’AG trans 

considérée (Chardigny et al., 2008, Motard-Belanger et al., 2008, Baer, 2010). Le même 

constat a pu être fait par Brouwer et al. (2010) au travers d’une méta-analyse, ces auteurs 

suggérant ainsi que les AG trans i et r ont un effet équivalent sur l’augmentation du risque 

d’apparition de maladies cardio-vasculaires. Il existe peu d’études comparant les effets de 
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Figure 4: Comparaison des distributions moyennes des isomères 18:1 trans de margarine et de matière grasse laitière bovine 
(Sources: Molkentin et Precht, 1996; Precht et Molkentin 1996) 

Moyennes de l’analyse de 46 margarines et de 1756 beurres de vache collectés dans différentes parties de l’Allemagne, à différentes périodes 

de l’année et correspondant à divers systèmes d’alimentation et stades de lactation dans le cas des beurres. 
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matières grasses laitières à teneurs variables en isomères trans, tout en maintenant celles des 

autres AG peu variables. Une étude sur lapin recevant un régime pro-athérogène (Roy et al., 

2007) suggère qu’un beurre riche en 18:1 trans-10 accroîtrait l’infiltration lipidique de l’aorte, 

par rapport à un beurre riche en 18:1 trans-11 et en ALC cis-9,trans-11. 

Les huiles hydrogénées et les produits de ruminants, contiennent en plus des 18:1 trans, 

un ensemble d’autres familles d’isomères trans non conjugués (14:1, 16:1, 18:2, 18:3, 20:1, 

22:1, 22:2 entre autres). A nouveau, les sources naturelle et industrielle d’AG trans présentent 

des profils d’isomères distincts pour ces différentes familles d’AG (Shingfield et al., 2008). 

On sait encore peu de chose au sujet des effets de ces différents isomères trans sur la santé 

humaine. Les rares données disponibles à ce jour, suggèrent des effets délétères induits par 

certains isomères 16:1 trans, 18:2 trans et 18:3 trans (Vermunt et al., 2001, Colon-Ramos et 

al., 2006). 

1.2.4 Acides linoléiques et linoléniques conjugués 

Les ALC et les ALnC font figure d’exception au sein de la famille des AG trans. D’une 

part, certains isomères de l’ALC pourraient avoir des effets anti-cancérigène (Parodi, 1999), 

antiathérogène, antidiabétique et immunostimulant (Collomb et al., 2006, Ledoux, 2006). 

D’autre part, certains ALnC triènes conjugués, essentiellement présents dans les huiles de 

graines et fruits exotiques (grenade, margose, courge serpentée, patal, catalpa et souci 

officinal entre autre), présentent des propriétés anti-cancérigène, anti-inflammatoire, 

immunostimulante et anti-obésité (Koba et al., 2007, Hennessy et al., 2011). Cependant, 

certains ALC et les ALnC triènes conjugués sont reconnus pour avoir un effet inhibiteur sur la 

synthèse des prostaglandines (Nugteren et Christhazelhof, 1987, Wahle et al., 2004) et l’ALC 

trans-10,cis-12 pourrait diminuer la sensibilité à l’insuline et induire une augmentation des 

marqueurs du stress oxydatif (Wahle et al., 2004). 

Ces résultats restent controversés car les études qui ont permis de les obtenir ont été 

essentiellement conduites in vitro ou sur des modèles animaux durant des essais de durées 

relativement courtes et à des doses élevées et à partir de mélanges d’ALC de synthèse (Wahle 

et al., 2004, Ledoux, 2006). En outre, on connait peu de chose sur les effets des ALnC diènes 

conjugués naturellement présents dans les produits de ruminants (Destaillats et al., 2005b, 

Plourde et al., 2007b). 
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Si certains AG ont des effets positifs reconnus sur la santé humaine (AG n-3, AG 

n-9), en revanche d’autres peuvent avoir des effets délétères s’ils sont consommés en 

excès (AGS 12:0-16:0, AG trans d’origine industrielle). En outre, malgré des effets 

positifs démontrés in vitro et sur modèle animal, l’intérêt des ALC et des ALnC en santé 

humaine n’a à ce jour pas encore été confirmé chez l’homme. Enfin, l’effet en santé 

humaine des AG trans issus de produits de ruminant reste sujet à débat. En pratique, 

toutes les familles d’AG ne sont pas apportées indépendamment les unes des autres et 

indépendamment des autres constituants de la ration, ce qui tend à compliquer l’analyse 

des effets propres des différents AG. 

1.3 Métabolisme des acides gras chez la vache laitière 

En France et en Europe, les produits laitiers sont le vecteur principal des lipides dans 

l’alimentation: ils fournissent 40% des matières grasses consommées par l’homme (Lafay et 

Verger, 2010). La matière grasse du lait (en moyenne 40 g/kg de lait) se présente sous forme 

de Globules Gras (GG). Elle est constituée de 98% de triglycérides, 1% de phospholipides et 

1% de stérols (cholestérol), tocophérol et vitamines liposolubles (Jensen, 2002). Les 

triglycérides se trouvent principalement au cœur du GG, alors que les lipides polaires 

constituent la membrane du GG (Lopez et Briard-Bion, 2007). Un ensemble de phénomènes 

métaboliques, se déroulant tant au niveau du rumen, du tissu adipeux, que de la glande 

mammaire, concourt à la sécrétion des AG du lait et à la spécificité de sa composition 

(Cuvelier et al., 2005, Shingfield et al., 2010). 

1.3.1 Métabolisme des glucides et des lipides alimentaires au niveau du rumen 

Les lipides et les glucides sont hydrolysés dans le rumen au moment de la digestion. Les 

glucides sont soit des parois cellulaires des fourrages comme la cellulose, l'hémicellulose et 

les pectines, soit des contenus cellulaires, tels que l'amidon ou les sucres solubles. Afin de 

pouvoir utiliser ces substances pour leur propre métabolisme, les bactéries du rumen les 

transforment progressivement jusqu’à la formation d'AG Volatils (AGV). Les AGV les plus 

représentés sont l’acide acétique (2:0), l’acide propionique (3:0) et l’acide butyrique (4:0) 

avec un rapport molaire moyen de l’ordre de 65/20/15 entre ces 3 formes (Bergman, 1990). 

Les proportions des différents AGV produits varient principalement en fonction de la nature 

du régime. Ainsi les rations riches en fibres favorisent la production de 2:0 au détriment du 

3:0, alors que les rations riches en amidon diminuent celle de 2:0 au profit du 3:0. Enfin, la 

production du 4:0 est augmentée par des régimes riches en sucres solubles (Bergman, 1990). 
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Les AGV produits sont absorbés au niveau de la paroi du rumen et passent directement dans 

le plasma. Ils seront, pour le 2:0, le 4:0 et le β-hydroxybutyrate (BHB: produit dans la paroi 

du rumen), utilisés en partie comme précurseurs de la synthèse de novo d’AG par la mamelle 

(Cuvelier et al., 2005). 

L’hydrolyse des glycolipides, des phospholipides et des triglycérides alimentaires a lieu 

au niveau du rumen sous l’action de lipases microbiennes. Les AGI non-estérifiés (AGI 

libres) qui en sont issus sont toxiques pour les microorganismes du rumen et vont alors subir 

une forte biohydrogénation. Les principaux mécanismes biochimiques de la biohydrogénation 

ruminale ont été détaillés par Harfoot et Hazlewood (1997), Griinari et Bauman (1999) et plus 

récemment Jenkins et al. (2008). La biohydrogénation implique au moins 2 groupes distincts 

de bactéries qui agissent en symbiose en échangeant entre elles les intermédiaires de la 

biohydrogénation. La figure 5 présente les voies prédominantes de biohydrogénation pour les 

acides oléique (18:1 cis-9), linoléique (18:2 cis-9,cis-12) et α-linolénique (18:3 cis-9,cis-

12,cis-15). Dans des conditions normales au niveau du rumen (ration riche en fibres), la 

biohydrogénation des acides linoléique et α-linolénique débute par l’isomérisation de la 

double liaison cis-12 en double liaison trans-11 (Kepler et Tove, 1967). Cette première étape 

conduit à la formation de l’ALC cis-9,trans-11 et de l’ALnC cis-9,trans-11,cis-15 

respectivement à partir de l’acide linoléique et de l’acide α-linolénique. S’ensuivent des 

étapes de réduction des doubles liaisons cis-9 puis cis-15 (uniquement pour l’acide α-

linolénique) qui conduisent à la formation de l’acide vaccénique (18:1 trans-11). L’étape 

finale de réduction de la double liaison trans-11 conduit à la production d’acide stéarique 

(18:0, figure 5). Cette dernière étape étant limitante, l’acide vaccénique peut s’accumuler dans 

le rumen et être ainsi disponible pour son absorption (Griinari et Bauman, 1999). Au-delà de 

ce schéma simplifié, les voies biochimiques sont probablement multiples et beaucoup plus 

complexes. Ainsi, dans le milieu ruminal, on ne dénombre pas moins de 12 isomères 18:1 

trans (Katz et Keeney, 1966, Loor et al., 2004). En outre, la biohydrogénation in vitro de 

l’acide α-linolénique produit un nombre important d’isomères 18:2, 18:3, d’ALC et d’ALnC 

(Lee et Jenkins, 2011). Shingfield et al. (2010) ont schématisé de nombreuses voies de 

biohydrogénation des acides oléique, linoléique et α-linolénique connues ou supposées. Dans 

la plupart des cas, la biohydrogénation ruminale des acides linoléique et α-linolénique ingérés 

varie respectivement entre 70-95% et 85-100% (Doreau et Ferlay, 1994). 



 

 

Figure 5: Voies de biohydrogénation classiques des A) 18:1 cis-9, B) 18:2 cis-9,cis-12 et D) 18:3 cis-9,cis-12,cis-15, impliquant le 18:1 
trans-11 dans les 2 derniers cas et C) voie de biohydrogénation alternative du 18:2 cis-9,cis-12 impliquant le 18:1 trans-10 
(Sources: Harfoot et Hazlewood, 1997; Griinari et Bauman, 1999) 
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Une voie de biohydrogénation particulière implique la production de 18:1 trans-10 à 

partir du 18:2n-6 (figure 5). L’orientation de la biohydrogénation du 18:2n-6 vers le 18:1 

trans-10 au lieu du trans-11 est dépendante du pH ruminal et peut être affectée par la 

composition de la ration (quantité de concentré, teneur en amidon, nature des fourrages…). 

On sait par exemple, qu’un régime riche en concentrés et pauvre en fibres est associé à une 

baisse du pH ruminal, qui induit une modification de l’écosystème bactérien et une production 

accrue d’ALC trans-10,cis-12 et de 18:1 trans-10 à partir de l’acide linoléique (Griinari et 

Bauman, 1999) (figure 5). 

En plus de ces AG d’origine alimentaire, certains AG disponibles pour l’absorption 

dérivent également de la synthèse microbienne de novo à partir d’AGV et d’acides aminés ou 

encore d’oxydation d’AG alimentaires. Les AG à chaîne impaire et les AG ramifiés retrouvés 

dans les produits de ruminants dérivent principalement de ces processus de synthèse 

(Vlaeminck et al., 2006). A nouveau, tout changement de l’environnement ruminal, en 

orientant la composition et l’activité des flores microbiennes, peut modifier la composition 

des contenus digestifs en lipides issus des synthèses microbiennes (Vlaeminck et al., 2006). 

1.3.2 Mobilisation des lipides du tissu adipeux 

Des AG à longue chaîne sont stockés dans les tissus adipeux de l'animal. On retrouve 

principalement les 16:0, 18:0, 18:1 cis-9 et dans une moindre mesure, les 14:0, 16:1 cis-9, 

17:0, 18:1 trans-11 et des AG mineurs. La disponibilité en ces AG est fortement corrélée à la 

lipomobilisation qui intervient quand le bilan énergétique est négatif, en particulier en début 

de lactation (Chilliard et al., 1991). 

1.3.3 Métabolisme des lipides au niveau de la mamelle 

La figure 6 représente l'ensemble des mécanismes concourant à la lipogenèse 

mammaire. La glande mammaire prélève dans le sang les AGV et le BHB produits et 

absorbés au niveau du rumen, les AG d’origine alimentaire ou les AG issus des synthèses 

microbiennes et absorbés au niveau de l’intestin. En outre, les AG provenant de la 

mobilisation des réserves corporelles et les corps cétoniques provenant de leur oxydation dans 

le foie sont également disponibles au niveau mammaire. 

 



 

 

Figure 6: Mécanismes de synthèse et de sécrétion des triglycérides du lait au niveau de la cellule épithéliale mammaire du ruminant 
(Source: Chilliard et al., 2001) 
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1.3.3.1 Synthèse de novo mammaire 

A partir du 2:0 et du BHB (dérivant du 4:0 et contribuant à environ 15% des AG 

synthétisés de novo) la glande mammaire synthétise environ 40% des AG sécrétés dans le lait. 

La principale voie de synthèse implique 2 enzymes clefs: l'acétyl-CoA-carboxylase et l'acide-

gras synthétase. Il y a en fait condensation d'unités de 2 carbones entre elles jusqu'à formation 

de chaînes à 14 et surtout 16 carbones, la glande mammaire ne peut cependant pas convertir le 

16:0 en 18:0 (Chilliard et al., 2000, Bernard et al., 2008). Ainsi, la totalité des 4:0 à 12:0, la 

plupart du 14:0 (95%), ainsi qu’environ 50% du 16:0 de la matière grasse laitière sont issus de 

cette synthèse de novo. Les AG à longue chaîne sont inhibiteurs de l’activité de l’acétyl-CoA 

carboxylase et de la synthèse de novo mammaire. Cet effet est d’autant plus marqué que les 

AG sont longs et polyinsaturés (Chilliard et al., 2000) et porteurs de liaisons trans (Bauman et 

Griinari, 2003). Un rôle inhibiteur de la synthèse de novo mammaire a notamment été 

démontré pour l’ALC trans-10,cis-12 et est supposé pour les ALC trans-9,cis-11 et cis-

10,trans-12, ainsi que pour le 18:1 trans-10 (Shingfield et al., 2010). D’autres AGPI trans, 

non identifiés à ce jour ont vraisemblablement un rôle inhibiteur de la synthèse de novo. En 

effet, l’augmentation dans le lait des teneurs en ALC trans-9,cis-11 et trans-10,cis-12 

n’explique qu’une partie de la chute de la sécrétion de matière grasse dans le lait, lorsque ce 

type de syndrome est relevé (Bauman et Griinari, 2003, Shingfield et al., 2010). 

1.3.3.2 Prélèvement et métabolisme mammaire des acides gras plasmatiques 

Le prélèvement des triglycérides véhiculés dans le plasma sanguin sous forme de 

chylomicrons et de lipoprotéines de très faible densité (Very Low-Density Lipoprotein, 

VLDL) est permis par l'activité de la lipoprotéine lipase. Soixante pour cent des AG du lait 

(50% du 16:0 et la totalité des AG à plus de 16 carbones) sont issus de ce prélèvement 

(Chilliard et al., 2000). Une forte activité de la delta-9 désaturase (aussi appelé stearoyl-CoA 

désaturase) est observée dans les cellules mammair9es sécrétrices entièrement différenciées. 

Les AGS 10:0, 12:0, 14:0, 16:0, 17:0, 18:0 ainsi que les 18:1 trans (à l’exception des 18:1 

trans-8, 9 et 10) servent de substrats à la delta-9 désaturase, qui a pour substrats privilégiés les 

16:0 et 18:0. Ainsi, de 49% à 60% du 18:0 sont désaturés, contribuant à environ 60% du 18:1 

cis-9 secrété dans le lait. Environ 90% du 14:1 cis-9, 55% du 16:1 cis-9, de 64% à 97% de 

l’ALC cis-9,trans-11 et la totalité de l’ALC trans-7,cis-9 sécrétés dans le lait sont issus de 

l’activité de la delta-9 désaturase (Glasser et al., 2008b, Shingfield et al., 2010). L'activité de 

la delta-9 désaturase peut être inhibée par les AGPI, notamment ceux présents dans les huiles 

de poisson ainsi que par l’ALC trans-10,cis-12 (Bernard et al., 2008). 



Contexte Scientifique 

32 

 

Le pool d'AG formés au cours des différentes voies métaboliques (synthèse de novo, 

prélèvement plasmatique et désaturation) sert ensuite à la formation des triglycérides du lait 

par la voie du glycérol-3-phosphate. Les 3 AG composant le triglycéride sont progressivement 

estérifiés sur un glycérol directement prélevé dans le sang ou synthétisé à partir du glucose 

(Chilliard et al., 2000). La distribution des AG le long du squelette du glycérol n’est pas 

aléatoire. En effet, les AGS 8:0 à 18:0 sont préférentiellement estérifiés en position sn-1 et sn-

2, alors que les 4:0 et 6:0 ainsi que le 18:1 cis-9 sont préférentiellement associés à la position 

sn-3 (Jensen, 2002). On suppose que la diminution de l’activité de la delta-9 désaturase avec 

l’augmentation des teneurs en AGI ainsi que l’estérification préférentielle d’AG à bas point de 

fusion en position sn-3 ont pour but de réguler le point de fusion de la matière grasse laitière 

afin de maintenir la fluidité du lait et d’assurer ainsi sa bonne sécrétion (Timmen et Patton, 

1988, Palmquist, 2006). 

1.3.4 Composition moyenne du lait en acides gras et principaux facteurs de variation 

L’ensemble des phénomènes concourant à la sécrétion de la matière grasse laitière 

décrits ci-dessus explique qu’à ce jour plus de 400 AG ont été identifiés dans la matière 

grasse laitière. Ce qui fait de ce produit, un des plus complexes en terme de diversité d’AG 

qu’il est possible de rencontrer à l’état naturel. 

1.3.4.1 Composition moyenne du lait en acides gras 

En proportion du total des AG, le lait contient en moyenne: 69% d'AGS pairs, 

notamment 12% de 14:0, 32% de 16:0 et 10% de 18:0; 5% d’AGS impairs et ramifiés, 

notamment 1% de 15:0 et 0,5% de 17:0, anteiso 15:0 et anteiso 17:0; 26% d'AGMI, 

notamment 19% de 18:1 cis-9; 4% d'AGPI, notamment 1,3% de 18:2 n-6 et 0,5% de 18:3 n-3. 

Les AG trans représentent environ 4% des AG totaux et sont notamment représentés par le 

18:1 trans-11 (1.5%), l’ALC cis-9,trans-11 (0,5%), les 18:2 trans-9,trans-12; cis-9,trans-13 

et trans-11,cis-15 (pour chacun, entre 0,1% et 0,2%) et une faible quantité d’ALnC cis-

9,trans-11,cis-15 (entre 0,05 et 0,1%) (Jensen, 2002, Vlaeminck et al., 2006, Plourde et al., 

2007a, Ferlay et al., 2008). Il apparaît dans cette composition, que richesse du lait en AGS et 

en AG trans, diffèrent des recommandations nutritionnelles faites pour l'homme1. Moduler le 

profil en AG du lait, dans un sens bénéfique pour la santé humaine est ainsi devenu un thème 

de recherche important depuis 15 ans. Il est alors nécessaire d’identifier les facteurs de 

variation de cette composition. 

                                                            
1Cf. Partie 1.2 
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La composition en AG du lait est très plastique. Ainsi, elle peut être modulée par des 

facteurs intrinsèques (race, génotype, stades de gestation et de lactation) ou extrinsèques 

(alimentaires principalement). 

1.3.4.2 Facteurs de variations intrinsèques 

Au sein des facteurs intrinsèques, les effets de la race et du génotype, s’ils sont 

significatifs, restent limités en terme d’amplitude (Palmquist et al., 1993). L’effet du stade de 

lactation est en revanche plus marqué. Ainsi, comparativement à un lait de milieu de lactation, 

lors de la première semaine de lactation le lait peut contenir jusqu'à 50% de 18:0 et de 18:1 

cis-9 en plus (Chilliard et al., 1991, Palmquist et al., 1993). Cette modification est due à la 

mobilisation des réserves lipidiques qui s’opère en début de lactation et qui est liée au statut 

énergétique déficitaire de l’animal à ce stade1. Cependant, cet effet transitoire est limité à 

quelques semaines et dilué dans le lait du reste du troupeau (sauf en cas de vêlages très 

groupés). 

1.3.4.3 Facteurs de variations alimentaires 

Les facteurs de variation extrinsèques, principalement représentés par l’effet du type 

d’alimentation, sont de fortes amplitudes et ont en outre, l’avantage d’être rapidement 

observés et d’être réversibles (Chilliard et al., 2000, Dewhurst et al., 2006, Chilliard et al., 

2007, Shingfield et al., 2008). Ces effets sont à relier à la teneur en lipides, à la disponibilité et 

à la composition en AG des fourrages et des concentrés consommés ainsi qu’aux interactions 

entre les différents constituants de la ration (amidon notamment). 

- Composition en acides gras des principaux fourrages et concentrés 

L’herbe fraîche contient de 1 à 3% d’AG (exprimé sur la base de la Matière Sèche 

[MS]), dont 50 à 75% sont du 18:3n-3 (Morand-Fehr et Tran, 2001, Dewhurst et al., 2006). 

Cette composition varie en fonction de la composition botanique et du stade phénologique du 

couvert végétal considéré. Ainsi, les jeunes pousses d’herbe de printemps et d’automne cycles 

(printemps et automne) présentent des teneurs en AG et en 18:3n-3 plus élevées en 

comparaison d’herbe au stade phénologique plus avancé (Morand-Fehr et Tran, 2001, 

Dewhurst et al., 2006). Conserver l’herbe par voie sèche (foin) a pour conséquence de 

diminuer le rapport feuille/tige dans le fourrage et aussi permettre l’oxydation des lipides. Ces 

2 mécanismes induisent des diminutions de la teneur du fourrage en AG et en 18:3n-3. Ces 

diminutions sont de moindre amplitude dans le cas d’une conservation du fourrage par voie 

                                                            
1Cf. Partie 1.3.2 
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humide (ensilage ou enrubannage) (Morand-Fehr et Tran, 2001, Dewhurst et al., 2006). 

L’ensilage de maïs tout comme les aliments concentrés à base de céréales (maïs, blé, orge) et 

le tourteau de soja sont principalement riches en 18:2n-6 (50 à 60% des AG totaux) mais aussi 

en 18:1 cis-9 pour le maïs (20 à 30% des AG totaux) (Morand-Fehr et Tran, 2001). 

- Effets des fourrages conservés 

Ces teneurs et profils en AG différents suivant les aliments utilisés dans les rations des 

vaches laitières induisent des profils en AG du lait propres à chaque système d’alimentation 

(revues de Chilliard et al., 2007, Dewhurst et al., 2006, Shingfield et al., 2008). Un exemple 

de ces changements est fourni par la comparaison directe, en conditions contrôlées, de 

différentes rations riches en fourrage (>85% de la Matière Sèche Ingérée [MSI]) (Ferlay et 

al., 2006) (figure 7). Ces résultats ont depuis lors été confirmés en conditions réelles de 

production (Lucas et al., 2006, Ferlay et al., 2008). 

L’ingestion d’une ration à base d’ensilage de maïs riche en 18:2n-6 produit des laits 

avec une teneur en 18:2n-6 plus élevée et une teneur en 18:3n-3 plus faible que l’ingestion de 

rations à base d’herbe, riches en 18:3n-3. Les distributions dans le lait des isomères des 18:1 

et 18:2, conjugués ou non, sont également affectées selon qu’un régime à base d’herbe ou 

d’ensilage de maïs est offert aux vaches, sans pour autant modifier la teneur totale en 18:1 et 

en ALC (Chilliard et al., 2007). Malgré une teneur en 18:3n-3 plus élevée dans l’herbe fraîche 

et dans l’ensilage d’herbe, en comparaison du foin, le lait issu de rations à base de foin a 

souvent une teneur plus élevée en 18:3n-3. Le processus de séchage semble limiter la 

biohydrogénation du 18:3n-3 dans le rumen et ainsi améliorer son taux de transfert vers le lait 

(Shingfield et al., 2005b). L’effet sur les autres familles d’AG des régimes à base de fourrage 

conservé est de faible amplitude. 

- Effet du pâturage 

Comparativement aux régimes à base de fourrage conservé, le pâturage diminue la 

teneur du lait en AG synthétisés de novo (8:0 à 16:0) au profit des AG impairs et ramifiés, 

18:1 cis-9, 18:1 trans-11, ALC cis-9,trans-11 et quelques fois du 18:3n-3 (Dewhurst et al., 

2006, Ferlay et al., 2006, Ferlay et al., 2008) (figure 7). Les effets importants en faveur des 

18:1 trans-11 et ALC cis-9,trans-11, associés aux régimes à base d’herbe pâturée ne peuvent 

être que partiellement expliqués par la teneur plus élevée de ces régimes en 18:3n-3. La teneur 
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Figure 7: Effets du type de fourrages sur la composition en acides gras du lait 
(Source: Ferlay et al., 2006) 

Cas de rations riches en fourrages: >85% de la MSI. 
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de l’herbe fraîche en d’autres constituants1 pourrait induire un changement de 

l’environnement ruminal, modifier l’écosystème du rumen et ainsi limiter l’hydrogénation du 

18:1 trans-11 en 18:0 (Lock et Garnsworthy, 2003). Certains auteurs supposent également 

que cet effet pourrait être relié à un taux de transfert du contenu ruminal plus rapide au 

pâturage, limitant ainsi la biohydrogénation complète du 18:3n-3 (Kelly et al., 1998). On 

notera enfin que le profil en AG du lait subit des variations en fonction de la composition 

botanique des couverts et à l’échelle d’une saison de pâturage, en fonction du stade 

phénologique de l’herbe (Dewhurst et al., 2006, Ferlay et al., 2006). A plus court terme, une 

variabilité quotidienne de la composition en AG du lait peut être relevée dans le cadre de 

pâturage tournant (Vlaeminck et al., 2010). Cette variation semble reliée aux choix 

alimentaires des vaches ainsi qu’au niveau de la disponibilité en herbe. En effet, ces éléments 

expliquent que la quantité et la qualité de l’ingéré (teneur en sucres, lipides totaux, 18:3n-3) 

diminuent entre l’entrée et la sortie de la parcelle (Abrahamse et al., 2008). 

- Effet du pourcentage de concentré dans la ration 

Pour un niveau de concentré en deçà de 50-60% de la MSI, une augmentation de la part de 

concentré dans une ration à base d’herbe pâturée entraîne une augmentation des teneurs en 

AGS 4:0 à 16:0, 18:1 trans (sauf le 18:1 trans-11) et en 18:2n-6 et, une diminution des 

teneurs en 18:1 cis-9, 18:1 trans-11, ALC cis-9,trans-11 et en 18:3n-3 (Bargo et al., 2002, 

Stockdale et al., 2003, Bargo et al., 2006). En revanche, lorsque la part de concentré est portée 

au delà de 60% de la MSI dans le cadre de rations à base d’herbe conservée ou d’ensilage de 

maïs, une augmentation des teneurs du lait en 18:1 trans (notamment le 18:1 trans-10), ALC 

cis-9,trans-11 et en 18:2n-6 et, une diminution des 14:0, 16:0 et 18:0 sont observées 

(Piperova et al., 2002, Dewhurst et al., 2003, Loor et al., 2005). Cet effet est à relier à un 

syndrome de chute de la sécrétion de la matière grasse2 (Chilliard et al., 2007). Il est par 

conséquent plus marqué dans le cadre d’une ration à base d’ensilage de maïs (riche en 

amidon) et/ou lorsque le concentré est riche en amidon facilement fermentescible (Jurjanz et 

al., 2004). Enfin, l’apport de concentré riche en lipides modifie considérablement la 

composition en AG du lait3. 

 

                                                            
1L’herbe fraîche est par exemple pauvre en fibres et riche en certains sucres solubles en comparaison de 
fourrages conservés. 
2Cf. Partie 1.3.3.1 
3Cf. Partie 1.4.3 
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La grande diversité des AG présents dans le lait est à relier à la complexité du 

métabolisme des lipides chez le ruminant, notamment au niveau du rumen. Ainsi, les AG 

du lait sont en grande partie des AGS de 12:0 à 18:0 ainsi que du 18:1 cis-9, mais il y a 

plus de 400 AG différents identifiés à ce jour. En comparaison de régimes à base de 

fourrages conservés, le pâturage permet de diminuer dans le lait la teneur en AGS de 

8:0 à 16:0 au profit des 18:3n-3, 18:1n-9, impairs et ramifiés, de l’ALC cis-9,trans-11 et 

des AG trans. 

1.4 Apport de graines oléagineuses dans la ration de la vache laitière 

Après un rapide bilan de la production mondiale, européenne et française de graines 

oléagineuses, cette partie fait le point des connaissances actuelles concernant les effets des 

principales sources de graines oléagineuses (colza riche en 18:1 cis-9, soja et tournesol riche 

en 18:2n-6 et lin riche en 18:3n-3) sur les performances zootechniques et le profil en AG du 

lait des vaches laitières. Les cas des graisses animales, des huiles et coproduits marins ainsi 

que palmistes ne sont pas abordés ici. 

1.4.1 Evolution de la production de graines et de coproduits oléagineux dans le monde, 

l’Union Européenne et la France depuis 1980 

La figure 8 présente les évolutions des productions des principales graines oléagineuses 

(soja, colza et tournesol) et du lin oléagineux, dans le monde, dans l’Union Européenne (UE) 

des 15 (Allemagne, Autriche, Belgique, Danemark, Espagne, Finlande, France, Grèce, 

Irlande, Italie, Luxembourg, Pays-Bas, Portugal, Royaume-Uni et Suède) et en France au 

cours des 30 dernières années. Depuis 1980, la production de graines oléagineuses a progressé 

régulièrement (figure 8). En 2010, elle représentait respectivement 440, 25 et 6,5 millions de 

tonnes dans le monde, dans l’UE des 15 et en France. Le soja est la graine oléagineuse la plus 

largement produite dans le monde (59% du total des graines oléagineuses en 2010), suivie du 

colza, de l’arachide, du coton et du tournesol (13%, 9%, 8% et 7% du total, respectivement). 

En 2010, les Etats-Unis, le Brésil et la Chine, étaient les principaux producteurs mondiaux, 

alors que la France et l’Allemagne étaient leaders dans l’UE (FAO, 2012). Dans l’UE et en 

France, la production de soja reste limitée et a peu évolué depuis 30 ans. Après un essor 

important au cours des années 80, le tournesol a vu sa production stagner, tant dans l’UE 

qu’en France (figure 8). Cette production a été supplantée par le colza dès 1975 dans l’UE et 

depuis 1995 en France (FAO, 2012). Ainsi, la production de colza augmente continuellement 

depuis 1980 et le colza est la principale graine oléagineuse produite dans l’UE des 15 et en 
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(Source: FAO, 2012) 
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France. Elle représente en 2010, respectivement 67% et 73% de la production totale de graine 

oléagineuse dans l’UE des 15 et en France. Cette croissance soutenue s’explique par 

l’amélioration continue des rendements, l’augmentation des surfaces (associée à la 

réglementation communautaire incitative) et, à partir de 2003, par l’essor des agrocarburants 

(Prolea, 2009). 

La production de lin reste nettement plus faible et a peu évolué depuis 30 ans (figure 8). 

En 2010, seuls 1920, 160 et 35 milliers de tonnes ont été produits, respectivement, dans le 

monde, l’UE des 15 et en France (FAO, 2012). L’essentiel de la production mondiale se fait 

au Canada (38% en 2010), alors que le Royaume Uni, la France, la Belgique et récemment la 

Suède sont les principaux producteurs en UE, dont la production totale ne représente que 4% 

du volume mondial (Labalette et al., 2011). Cependant, des perspectives attractives s’ouvrent 

depuis peu aux producteurs européens de lin oléagineux. Ainsi, la demande en lin 

(principalement à destination de l’alimentation animale) progresse continuellement dans l’UE 

et en France depuis une dizaine d’années, générant un bilan déficitaire. En 2010, 45% des 

approvisionnements français étaient issus de l’importation (Labalette et al., 2011). 

1.4.2 Effets sur les performances zootechniques 

Les effets des supplémentations en graines et produits oléagineux des rations sur les 

performances zootechniques des vaches laitières ont fait l’objet de nombreuses études et 

revues bibliographiques (Chilliard et Ollier, 1994, Chilliard et Ferlay, 2004, Brunschwig et 

al., 2010, Petit, 2010). 

A l’exception des graines de lin protégées par un traitement au formaldéhyde 

(Brunschwig et al., 2010, Petit, 2010), les supplémentations ont tendance à diminuer 

l’ingestion (Chilliard, 1993). Cet effet qui peut être relié à une diminution de la digestibilité 

des nutriments au niveau du rumen est plus marqué lorsque l’apport se fait sous forme d’huile 

et est supérieur à 5% de la MSI. Les AG (notamment polyinsaturés) pourraient également 

avoir des effets post-absorptifs expliquant dans certains cas la diminution d’ingestion 

observée (Shingfield et al., 2010). Ainsi les AGPI circulants pourraient induire une sécrétion 

accrue de peptides hypophagiques au niveau du tube digestif, une modulation de l’oxydation 

des AG au niveau du foie et/ou des changements dans la stimulation des centres nerveux 

responsables de la satiété (Allen et al., 2009). Cette diminution d’ingestion peut en outre 

affecter le poids vif et l’état corporel, notamment en début de lactation (Chilliard, 1993). 
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Le tableau 1 présente les effets de supplémentations en différentes graines et produits 

oléagineux (colza, tournesol, soja et lin) sur les performances laitières des vaches. Une légère 

augmentation de la production laitière (PL) est souvent rapportée, notamment dans le cas de 

l’apport de graines de soja extrudées ou chauffées. En revanche, l’apport de graines de lin 

quelle qu’en soit la forme n’a pas d’effet significatif sur la PL (Brunschwig et al., 2010, Petit, 

2010) tout comme l’huile de colza (Chilliard et Ferlay, 2004). Les conclusions établies dans le 

cas de ces 2 derniers suppléments doivent cependant être prises avec précaution, puisque le 

nombre d’essais permettant des comparaisons directes était restreint. Dans le cadre d’une 

méta-analyse, la supplémentation en huile de colza (2.9% dans la DMI en moyenne, 32 

observations) n’affecte pas la PL (Glasser et al., 2008a), mais ces comparaisons indirectes 

sont probablement moins précises. De la même manière, sur la base de 10 comparaisons 

directes, Chilliard et Ferlay (2004) indiquent que l’apport d’huile de lin augmente la PL. En 

revanche, Brunschwig et al. (2010) sur la base de 15 comparaisons indirectes estiment que 

l’huile de lin n’a pas d’effet sur la PL. 

Le taux protéique (TP) du lait est quasi systématiquement diminué par l’apport 

d’oléagineux dans la ration (Chilliard et Ferlay, 2004, Brunschwig et al., 2010, Petit, 2010) 

(tableau 1). Les diminutions rapportées restent cependant faibles et ne sont pas toujours 

significatives. Cet effet est en partie expliqué par un effet de dilution dans la mesure où la PL 

est souvent augmentée sans que la production de matières protéiques ne soit affectée 

significativement. Cependant, d’autres mécanismes pas encore élucidés à ce jour, impliquant 

une régulation hormonale de la sécrétion de matières protéiques et/ou une diminution de la 

synthèse de protéines microbiennes au niveau du rumen, pourraient parfois contribuer à ce 

phénomène de chute du TP (Doreau et Chilliard, 1992). 

Le taux butyreux (TB) du lait et la production de matières grasses sont souvent 

diminués par l’apport d’huile ou de graines extrudées. Ils sont en revanche augmentés par 

l’apport d’huiles végétales encapsulées. Dans les autres cas, l’effet des oléagineux est souvent 

non significatif (tableau 1). Une chute du TB, lorsqu’elle est relevée, est généralement 

associée à l’augmentation de la teneur en certains AG trans (18:1 trans-10 et ALC trans-

10,cis-12 notamment) dans le lait1. 

 

 

                                                            
1Cf. Partie 1.3.3.1 



 

 

Tableau 1: Effets de différentes supplémentations en graines oléagineuses chez la vache laitière sur la 
production et la composition du lait 
(Sources: Chilliard et Ferlay, 2004 ) 
Oléagineux 
alimentaires N(Q)1 

Production 
laitière (kg/j)2

Taux protéique 
(g/kg)2 

Taux butyreux 
(g/kg)2 

Production de 
matières grasses (g/j)2 

Colza      
 Huile 5 (742) -1,9 0,0 -5,9 -215 
 Savons de Ca d'huile 11 (562) +0,5 -2,0 -3,9 -94 
 Graines3 11 (927) +0,8 -0,3 -3,1 -83 
 Graines chauffées 10 (531) +0,1 -0,5 -1,1 +39 
Tournesol      
 Huile 5 (459) +1,0 -1,1 -3,4 -57 
 Graines3 8 (503) +0,7 +0,4 -1,2 +9 
Soja      
 Huile 34 (529) +0,3 -0,8 -3,3 -63 
 Graines3 18 (517) -0,7 -0,8 +1,3 -2 
 Graines extrudées 16 (544) +2,7 -1,1 -1,9 +29 
 Graines chauffées 14 (692) +1,7 -1,1 0,0 +49 
Lin      
 Huile 10 (475) +1,3 -0,9 -1,8 -7 
 Graines3 8 (686) -0,4 -0,5 +0,3 +3 
Huiles végétales encapsulées     
    26 (693) 0,0 -0,8 +6,4 +120 
1Nombres de traitement supplémentés (quantité de lipides supplémentée, g/j). 
2Effets exprimés en différence intra-essai « traitement supplémenté - traitement contrôle », 
Effets positif ou négatif P < 0.05. 
3Entières, aplaties ou broyées. 
ND: Non déterminé 
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L’intensité de ces effets généraux est en fait dépendante du stade physiologique de 

l’animal ainsi que du régime de base. Ainsi, les effets négatifs sur l’ingestion, la PL et le TP 

sont moins marqués en début qu’en milieu de lactation (Chilliard, 1993, Petit, 2010), alors 

que la chute de TB est plus marquée avec des régimes à base d’ensilage de maïs ou riches en 

concentré qu’avec des régimes à base d’herbe (Shingfield et Griinari, 2007, Brunschwig et al., 

2010). 

1.4.3 Effets sur la composition en acides gras du lait 

Les effets des supplémentations en graines et produits d’oléagineux des rations sur le 

profil en AG du lait ont fait l’objet de nombreuses études et revues bibliographiques 

(Chilliard et Ferlay, 2004, Dewhurst et al., 2006, Chilliard et al., 2007, Glasser et al., 2008a, 

Shingfield et al., 2008). Ces effets dépendent à la fois de la dose, de la composition en AG 

(c'est-à-dire de la nature: colza, soja, tournesol, lin…) et de la forme (huile, graines ayant subi 

ou non différents traitements) du supplément, en interaction avec la composition du régime de 

base (fourrages, concentrés). 

1.4.3.1 Effets de différentes graines et huiles oléagineuses 

La figure 9 adaptée des résultats d’une méta-analyse (Glasser et al., 2008a) présente les 

effets respectifs de supplémentations de 2,9 à 3,9% de lipides dans la MSI en huiles et graines 

de colza, soja, tournesol et lin sur la composition en acides gras du lait. 

- Acides gras saturés et acide oléique 

Les supplémentations en oléagineux diminuent très fortement la teneur du lait en AGS 

pairs de 4 à 16 carbones. Cette diminution est plus marquée dans le cas des huiles de 

tournesol et de lin (-18,9 g/100g d’AG totaux) que dans le cas des graines et huiles de colza et 

de soja (-9,6 g/100g d’AG totaux) et pour les AGS de 10 à 16 carbones. Les suppléments 

riches en 18:2n-6 et en 18:3n-3 diminuent en outre les AGS impairs et ramifiés (Vlaeminck et 

al., 2006). A l’inverse, la teneur du lait en 18:0 est généralement augmentée par l’apport 

d’oléagineux, en raison de l’augmentation de la quantité de 18:0 disponible pour l’absorption 

provenant de la biohydrogénation complète des 18:1 cis-9, 18:2n-6 ou 18:3n-3. Il en va de 

même pour le 18:1 cis-9, en raison de son absorption directe dans le cas d’un apport de 18:1 

cis-9 et surtout via l’action de la delta-9 desaturase mammaire sur le 18:0. Ces effets sur les 

18:0 et 18:1 cis-9 sont alors autant marqués dans le cas des graines de colza que dans le cas 

des graines de tournesol et de lin et sont plus marqués dans le cas des graines que dans le cas 
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Figure 9: Effets de différentes supplémentations en huiles et graines (toutes transformations) 
oléagineuses sur la composition en acides gras du lait de vache 
(Source: Glasser et al., 2008a) 

En moyenne: 2,9 à 3,9% de lipides apportés par le supplément dans diverses rations de base (comparaisons indirectes)...
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des huiles de tournesol ou de lin, en raison de leurs biohydrogénations plus complètes (figure 

9). 

- Acides gras polyinsaturés cis 

Les AG n-6 et n-3 ne sont pas synthétisés par les ruminants. Leurs concentrations dans 

le lait dépendent par conséquent des quantités ingérées et de leur biohydrogénation plus ou 

moins complète. Ainsi, les apports d’huile encapsulées riche en 18:2n-6 (soja, tournesol, 

coton ou carthame) ou en 18:3n-3 (lin) permettent d’atteindre des teneurs en 18:2n-6 et 18:3n-

3 supérieures à respectivement 15% et 5% des AG totaux (Chilliard et al., 2007). Cependant, 

le coût élevé et l’usage controversé du formaldéhyde limitent l’utilisation de cette technique. 

Les augmentations dans le lait de 18:2n-6 et 18:3n-3 permises par l’apport de graines ou 

huiles non protégées sont plus modestes. Dans le cas du soja et du tournesol, l’augmentation 

en 18:2n-6 est plus importante lorsque l’apport se fait sous forme de graines en comparaison 

de l’huile et lorsque la graine a subi un traitement thermique et mécanique (extrusion, toastage 

ou micronisation). L’augmentation du 18:3n-3 liée à l’apport de lin est en revanche plus 

modeste en raison du taux de biohydrogénation plus élevé généralement observé pour le 

18:3n-3 en comparaison du 18:2n-61. En outre, cette augmentation n’est généralement pas 

plus élevée lors d’un apport de graine comparativement à l’huile Les différents traitements de 

la graine ont des effets de faible amplitude et variables en fonction des études (Chilliard et al., 

2007, Brunschwig et al., 2010) (figure 9). 

- Acides gras trans, acides linoléiques et linoléniques conjugués 

Les huiles augmentent plus les 18:1 trans que les graines correspondantes (figure 9) en 

raison de leur biohydrogénation moins complète liée à la forme d’apport (libération 

progressive des AGPI dans le cas des graines). Cet effet est très important dans le cas des 

huiles de tournesol et de lin, mais est plus limité dans le cas des graines de colza et de lin. Les 

graines ayant subi un traitement thermique et mécanique (notamment l’extrusion) ont des 

effets intermédiaires entre l’huile et la graine crue (Chilliard et Ferlay, 2004). Le colza (huile 

ou graine) augmente légèrement alors que l’huile de lin augmente nettement la teneur du lait 

en ALC cis-9,trans-11 (Chilliard et al., 2000), sans que le 18:1 cis-9 ou le 18:3n-3 ne soit des 

précurseurs directs de AG au niveau du rumen. Cela s’explique par le fait que l’ALC cis-

9,trans-11 provient essentiellement de la delta-9 desaturation mammaire du 18:1 trans-11 

(Bernard et al, 2008) 2. 

                                                            
1Cf. Partie 1.3.1 
2Cf. Partie 1.3.3.2 
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Les données concernant l’influence de l’alimentation sur le profil détaillé en isomères 

trans 18:1, 18:2 et 18:3 sont limitées. L’apport de 18:1 cis-9 (par le colza, l’olive ou le 

tournesol oléique par exemple) augmente notamment les 18:1 trans-4 à -9 ainsi que l’ALC 

trans-7,cis-9. Un régime riche en 18:2n-6 (apport de soja ou de tournesol par exemple) 

augmente en particulier les teneurs du lait en 18:1 trans-10 et trans-12, ainsi qu’en ALC 

trans-8,cis-10, trans-9,cis-11, trans-10,cis-12, trans-8,trans-10, trans-9,trans-11 et trans-

10,trans-12. Enfin, l’apport de 18:3n-3 (par le lin par exemple) augmente les 18:1 cis-15 et 

trans-13 à -16, les 18:2 cis-9,trans-12, cis-9,trans-13 et trans-11,cis-15 les ALC cis-11,trans-

13, cis-12,trans-14, trans-11,cis-13, trans-12,cis-14, trans-9,trans-11, trans-11,trans-13 et 

trans-12,trans-14 (Chilliard et al., 2007),. Ces effets sur les AG trans sont plus marqués avec 

les huiles qu’avec les graines (Chilliard et al., 2007, Shingfield et al., 2008). En outre, l’apport 

de lin permet d’augmenter la teneur du lait ALnC cis-9,trans-11,cis-15 chez la vache (Akraim 

et al., 2007, Rego et al., 2009) et la brebis (Gómez-Cortés et al., 2009a). 

La nature (18:1 cis-9, 18:2n-6 ou 18:3n-3), la quantité et la forme d’apport des 

précurseurs ne sont pas les seuls facteurs influençant le profil et la teneur totale en AG trans 

et en ALC dans le lait. Ainsi, certains régimes modifiant l’environnement ruminal induisent 

des changements dans les orientations et les efficacités des étapes de la biohydrogénation. De 

fortes interactions entre fourrages, concentrés amylacés et suppléments oléagineux sont par 

conséquent observées. 

1.4.3.2 Interactions entre l’apport d’oléagineux et les autres constituants de la ration (nature des 
fourrages et pourcentage de concentré) 

Les interactions entre l’apport d’oléagineux, la nature des fourrages et le rapport 

fourrage/concentré de la ration sont illustrées dans la figure 10, qui compile les résultats 

rapportés par Chilliard et al. (2007) et Loor et al. (2005). Lors d’un apport d’huile de 

tournesol ou de lin, les teneurs du lait en AGPI précurseurs (18:2n-6 ou 18:3n-3) et en AG 

trans (incluant les ALC) sont plus augmentées dans le cas d’un régime à base d’ensilage de 

maïs en comparaison d’ensilage d’herbe. A contrario, les teneurs du lait en 18:0 et en 18:1 

cis-9 sont plus augmentées dans le cas de l’ensilage d’herbe (figure 10, Chilliard et al., 2007). 

De la même manière, une supplémentation en tourteaux de colza gras d’une ration à base 

d’ensilage de maïs, induit des teneurs du lait plus élevées en 18:1 cis-9 et en AG trans, que 

dans le cas d’une ration à base d’ensilage d’herbe, pour laquelle la teneur du lait en 18:0 

s’avère plus importante (Nielsen et al., 2006). 
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Figure 10: Effets de différentes supplémentations en huiles oléagineuses dans le cas de différentes 
rations de base sur la composition en acides gras du lait de vache 
(Sources: rations «foin», Loor et al., 2005; rations «ensilages», Chilliard et al., 2007)
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Des observations du même type ont été faites dans le cas de supplémentations en 

oléagineux de rations pauvre ou riche en concentré. Ainsi, l’apport d’huile de tournesol (5% 

de la MSI) à une ration contenant 75% de concentré induit des augmentations des teneurs du 

lait plus fortes en 18:2n-6 et en AG trans et, moins fortes en 18:0 et 18:1 cis-9 que dans le cas 

d’une ration contenant 50% de concentré (Roy et al., 2006). En outre, un apport d’huile de lin 

(3% de la MSI) à une ration riche en concentré (65% de la MSI) augmente plus le 18:3n-3 et 

l’ensemble des 18:1 et 18:2 trans, moins le 18:0 et le 18:1 cis-9 et, diminue plus les 4:0 à 

16:0, que dans le cas d’une ration riche en fourrage (65% de foin dans la MSI) (figure 10, 

(Loor et al., 2005). 

Ainsi, on constate que lors d’une supplémentation en oléagineux, quelle qu’en soit la 

nature (colza, tournesol ou lin), la biohydrogénation ruminale est moins complète dans le cas 

d’une ration riche en amidon (ensilage de maïs ou concentrés amylacés) que dans le cas d’une 

ration pauvre en amidon (à base d’herbe conservée, notamment). En outre, d’importantes 

augmentations des teneurs du lait en 18:1 trans-10 et ALC trans-10,cis-12 compensées par 

des augmentations plus faibles en 18:1 trans-11 et ALC cis-9,trans-11, indiquent une 

déviation des voies de biohydrogénation vers le 18:1 trans-10 (« trans-11 to trans-10 shift », 

(Griinari et Bauman, 1999)) dans le cas de supplémentations en oléagineux de rations riches 

en amidon (Chilliard et al., 2007, Shingfield et al., 2010). Des modifications de l’activité de la 

flore ruminale sont probablement associées à la chute du pH ruminal induite par l’apport 

d’amidon. Elles sont souvent associées à une chute du TB (Shingfield et al., 2010)1. Le degré 

de fermentescibilité de l’amidon peut également moduler la réponse liée à l’apport 

d’oléagineux dans le cas de régimes riches en concentrés amylacés. Ainsi, un apport de 

graines de tournesol à des rations riche en amidon (35-37% de la MSI), a été associé à des 

teneurs du lait plus élevées en AG trans (notamment 18:1 trans-10), mais moins élevées en 

18:0 et 18:1 cis-9, lorsque l’amidon était apporté sous une forme plus fermentescible (orge vs. 

maïs) (Mohammed et al., 2010). 

 

 

                                                            
1Cf Partie 1.3.3.1 
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1.4.3.3 Persistance à court terme des effets des suppléments oléagineux 

La figure 11 présente les évolutions à court terme des concentrations dans le lait de 

certains intermédiaires de biohydrogénation, dans le cas de supplémentations en oléagineux 

de rations pauvres ou riches en amidon (Roy et al., 2006). Les réponses sont fortement 

variables dans le cas de rations riches en amidon (Chilliard et al., 2007). Ainsi, 

consécutivement à l’apport d’huile de tournesol à des rations contenant plus de 50% de 

concentré (exprimé en MSI), l’augmentation de l’ALC cis-9,trans-11 est maximale au bout de 

5 à 6 jours puis est réduite parallèlement à une augmentation des teneurs du lait en 18:1 trans-

10, ALC trans-9,cis-11 et ALC trans-10,cis-12 (figure 11, Roy et al., 2006). En revanche, la 

réponse à l’apport d’oléagineux augmente progressivement pendant 2 à 3 semaines, avant de 

se stabiliser pendant 8 à 14 semaines au moins dans le cas de régimes à base d’ensilage 

d’herbe ou d’ensilage de légumineuses et de foin (Ryhanen et al., 2005, Bell et al., 2006). Des 

observations similaires ont été faites pour l’ALC cis-9,trans-11 lors de l’apport d’huile de lin 

à un régime riche en foin (figure 11, Roy et al., 2006). Cependant, dans ce dernier cas, les 

teneurs du lait en 18:3n-3 et en certains ALC issus de la biohydrogénation du 18:3n-3 (ex. 

ALC trans-11,trans-13) ont été augmentées progressivement au court des 6 premiers jours de 

supplémentation avant de diminuer et se stabiliser au bout de 14 jours. L’ensemble de ces 

résultats indique que les microbes du rumen ont besoin de quelques jours pour s’adapter à 

l’apport d’AGPI, aussi bien en présence qu’en absence de conditions entrainant une déviation 

de la voie du 18:1 trans-11 vers celle du 18:1 trans-10. 

Enfin, quelques rares travaux ont évalué la persistance des effets de supplémentations 

en oléagineux, sur des périodes de plus de 3 mois. Sur la base de l’indice d’iode du lait 

(Fearon et al., 2004) ou sur la base d’un nombre limité d’AG (inférieur à 10) (Murphy et al., 

1995, Moss, 2002), les effets de l’apport de graines de colza broyées ou granulées ont été 

considérés comme stables au cours de périodes allant de 20 à 36 semaines. 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figure 11: Evolution à court terme des effets de différentes supplémentations en huiles 
oléagineuses de différentes rations de base sur les 18:1 trans et les Acides Linoléiques 
Conjugués (ALC) du lait de vache 
(Source: Roy et al., 2006)
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Le soja est la graine oléagineuse la plus largement produite dans le monde, alors 

que le colza représente l’essentiel de la production en Europe et en France. L’apport de 

produits oléagineux durant de courtes périodes (1-3 mois) permet de diminuer les 

teneurs du lait en AG à chaînes courte et moyenne, au profit des AG à 18 carbones. Ces 

pratiques peuvent également induire une augmentation importante de la teneur en AG 

trans du lait. L’amplitude de ces effets et la distribution des isomères 18:1 et 18:2 du lait 

sont dépendantes du niveau d’apport, de la nature et de la forme des oléagineux, ainsi 

que de la nature du régime de base. Dans certains cas ces pratiques peuvent avoir un 

effet négatif sur les performances productives des vaches laitières (MSI, TP et TB 

notamment). Si les données concernant la stabilité des effets à court terme sont 

nombreuses, très peu sont disponibles sur les effets de ces stratégies alimentaires sur de 

longues périodes. Les effets à long terme de ces supplémentations (1 lactation entière et 

plus) ne sont donc pas connus avec précision. 
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2 OBJECTIFS DE LA THESE 
 

Les données bibliographiques présentées dans le chapitre précédent montrent clairement 
que: 

- La composition en AG du lait est très complexe et résulte de la digestion et du 

métabolisme des lipides chez le ruminant. L’analyse détaillée de cette composition 

(notamment la distribution en isomères des C18:1 trans, ALC et ALnC) nécessite la 

combinaison de différentes méthodes chromatographiques et spectrométriques 

adaptées. 

- Les produits laitiers, en France et en Europe, sont un des principaux vecteurs des 

lipides et le principal pour les acides gras saturés, dans l’alimentation. Certains AG 

faiblement représentés dans les matières grasses laitières pourraient avoir des effets 

positifs sur la santé humaine (AG impairs et ramifiés, AG n-3, AG n-9, ALC, 

ALnC). En revanche d’autres AG présents dans des quantités plus ou moins 

importantes pourraient avoir des effets délétères (AGS 12:0-16:0, AG trans). 

- La composition en AG de la matière grasse laitière est très plastique. Ainsi, en 

comparaison de régimes à base de fourrages conservés, le pâturage ou l’apport de 

graines oléagineuses pourraient améliorer la qualité nutritionnelle du lait. En effet, 

ces pratiques permettent de diminuer dans le lait la teneur en AGS de 8:0 à 16:0 au 

profit du 18:1 cis-9, de l’ALC cis-9,trans-11 et quelques fois du 18:3 n-3. Toutefois, 

les AG trans augmentent en parallèle. 

- L’amplitude des effets des suppléments oléagineux sur la composition en AG et, en 

particulier, la distribution des isomères cis et trans des 18:1 et 18:2 du lait sont 

dépendantes du niveau d’apport, de la nature et de la forme des oléagineux et de la 

nature du régime de base. Ainsi, en comparaison des graines oléagineuses riches en 

AG polyinsaturés, l’apport de graines de colza (riches en 18:1 cis-9) n’augmente 

que marginalement la teneur du lait en AG trans et augmente fortement le 18:1 cis-

9, alors que l’apport de graines de lin (riches en 18:3n-3) permet d’augmenter les 

18:3n-3 et les ALC mais aussi les 18:1 et 18:2 non conjugués trans. Dans certains 

cas, ces pratiques peuvent augmenter la PL, mais aussi avoir un effet négatif sur 

d’autres paramètres de production des vaches laitières (MSI, TP et TB notamment). 
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- Le colza est la graine oléagineuse la plus largement produite en France et en Europe. 

Depuis 30 ans, cette production ne cesse d’augmenter, en lien avec l’essor des agro-

carburants depuis le début des années 2000. 

Ainsi, les stratégies de supplémentation des rations en graines ou produits issus de 

graines de colza ou de lin pourraient représenter une opportunité intéressante pour les éleveurs 

en Europe et en France. En effet, le prix, fréquemment plus faible des aliments à base de colza 

produit localement en comparaison des tourteaux de soja ou des céréales importés, peut 

permettre de réduire les charges des élevages liées à l’alimentation, tout en permettant de 

répondre à la demande de traçabilité des matières premières (Brunschwig et al., 2000, Institut 

de l'Elevage, 2007). En outre, la supplémentation en produits oléagineux gras à base de lin et 

de colza permet de modifier la composition en AG du lait dans un sens potentiellement 

bénéfique pour la santé humaine (Chilliard et al., 2007). Ces pratiques permettraient alors à 

l’interprofession laitière d’apporter une valeur ajoutée aux matières grasses laitières en 

mettant en avant des produits de qualité nutritionnelle supérieure. Ainsi, dans la mesure où 

ces stratégies ne compromettent pas les performances zootechniques, elles pourraient 

permettent d’améliorer les performances économiques des exploitations laitières, notamment 

dans le cas d’un scénario futur où la détermination du prix du lait inclurait sa composition en 

AG.  

Cependant, peu d’études ont quantifié les effets des suppléments oléagineux dans le cas 

de systèmes d’alimentation basés sur l’herbe (conservée ou pâturée), lesquels sont bien 

représentés en Europe. Les stratégies de supplémentation en graines oléagineuses ont 

essentiellement été étudiées sur de courtes périodes (1 à 3 mois). Les effets à long terme de 

ces supplémentations (1 lactation entière et plus) sur les performances zootechniques et sur la 

composition en AG du lait, ne sont pas connus avec précision. Cependant, ces informations 

sont nécessaires afin d’envisager le transfert de ces pratiques vers les élevages laitiers. En 

outre, les études comparant les effets de supplémentations en différentes formes de graines 

riches en 18:1 cis-9 ou en 18:3n-3 sur les distributions détaillées des isomères d’AG trans, 

d’ALC et d’ALnC sont peu nombreuses. Ces informations sont nécessaires afin, d’une part, 

de mieux évaluer la qualité nutritionnelle des laits issus de ces pratiques et d’autre part, de 

mieux comprendre le métabolisme des lipides chez la vaches laitière en lien avec ses 

performances zootechniques et notamment la régulation du TB par certains AG trans 

intermédiaires de la biohydrogénation ruminale des AGPI alimentaires. 
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Dans ce contexte, notre objectif a été d’étudier et de quantifier la persistance des effets 

de supplémentation en différents types de graines oléagineuse (colza extrudé, lin extrudé) et 

de différentes formes de graines de colza (extrudées, tourteaux de colza gras, entières crues) 

au cours de 2 lactations consécutives, sur: 

1. Les performances zootechniques des vaches laitières (notamment l’ingestion, le 

poids vif et l’état corporel, la production et la composition du lait) 

 

2. La composition fine en acides gras du lait, incluant les isomères trans du 18:1 et 

du 18:2 et les acides linoléiques et linoléniques conjugués. 

Afin de répondre à ces objectifs, une expérimentation a été mise en place durant 

laquelle 5 groupes de vaches ont reçu ou non, un des différents suppléments oléagineux 

décrits précédemment au cours de 2 lactations consécutives. Diverses données zootechniques 

ont été collectées à intervalles réguliers afin de répondre au 1er objectif. En outre, des 

prélèvements de laits effectués à 11 reprises durant l’expérimentation ont fait l’objet d’une 

analyse du profil en AG détaillé afin de répondre au deuxième objectif. 
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3 MATERIELS ET METHODES 
 

L’expérimentation a été mise en place dans le cadre du programme européen 

TRUEFOOD (« Traditional United Europe Food ») sur le site d’Orcival de l’Unité 

Expérimentale des Monts d’Auvergne (INRA-UE1296, Puy de Dôme, Auvergne, France). 

Elle s’est déroulée de l’automne 2007 à l’automne 2009, au cours de 2 lactations 

consécutives, chacune comprenant une période hivernale (régime à base d’ensilage et de foin 

de dactyle, première moitié de la lactation) et une période estivale (au pâturage, seconde 

moitié de la lactation). Durant cet essai, 58 vaches au cours d’une lactation complète et 35 

(issues des 58) lors d’une seconde lactation ont reçu ou non, de manière ininterrompue, 

différents suppléments oléagineux. Le schéma global de l’expérimentation est présenté dans 

la figure 12. 

3.1 Animaux et régimes 

3.1.1 Animaux 

En première année d’expérimentation, 60 vaches laitières de race Holstein (25 

primipares et 35 multipares, poids vif moyen de 681 +/- 81 kg au cours de la première 

semaine de lactation) ont été utilisées. Du vêlage à la fin de la 5ème semaine de lactation, 

toutes les vaches ont reçu un même régime pré-expérimental sans supplément oléagineux. A 

la fin de cette période, 5 groupes de 12 vaches ont été constitués sur la base de leurs date de 

vêlage, parité (première, deuxième et troisième lactation ou plus), PL, TB et TP. Cinq 

primipares, 3 vaches en deuxième lactation et 4 vaches en troisième lactation ou plus, étaient 

présentes dans chacun des groupes. En fonction de leur groupe, les vaches ont alors reçu à 

partir de la 6ème semaine de lactation des concentrés expérimentaux comprenant ou non des 

graines oléagineuses et ce pour la durée totale de l’essai. 

Pendant la première année d’expérimentation, 2 vaches ont été retirées de 

l’expérimentation au début de la période estivale en raison de mammites chroniques. Quarante 

vaches, issues des 60, ont vêlé au cours de la deuxième année d’expérimentation et 5 ont 

ensuite été retirées de l’expérimentation. Une, en raison d’une date de vêlage trop tardive (24 

février 2009), une, en raison d’une hypocalcémie clinique au vêlage, une, en raison d’un 

avortement suivi de sa mort au début de la période estivale et 2 en raison de problèmes 



 

 

1ère année n=58 2ème année n=35
Période Hivernale Estivale Hivernale Estivale
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d’herbe
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+20% foin Pâture

F:C 60:40
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Figure 12: Expérimentation mise en place à Orcival (INRA-UE1296) de l’automne 2007 à l’automne 2009, étudiant les effets à long 
terme de différentes supplémentations en graines oléagineuses 
F:C = Ratio fourrages concentré sur la base de la matière sèche (MS). 
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digestifs sévères relevés suite au vêlage. Ainsi, les données de 58 vaches en première année 

(vêlage compris entre le 13 octobre 2007 et le 14 janvier 2008) et de 35 vaches en deuxième 

année (vêlage compris entre le 10 octobre 2008 et le 13 février 2009) ont été utilisées pour les 

analyses statistiques. 

Les vaches étaient traites à 6h30 et à 16h00 en salle de traite et logées dans une 

stabulation libre à logettes pendant les périodes hivernales. 

3.1.2 Fourrages des régimes 

Au cours des périodes hivernales,1 le mélange de fourrage offert aux vaches était 

composé d’ensilage et de foin de dactyle (Dactylis glomerata) suivant un rapport de 

respectivement 75:25 et 80:20 sur la base de la Matière Sèche (MS), pendant la première et la 

deuxième année d’expérimentation. Le mélange d’ensilage et de foin était constitué 

quotidiennement et offert à 10h00 du matin en quantité suffisante afin d’avoir un refus 

d’environ 10%. Au cours des périodes estivales2, les vaches ont été mises au pâturage 

progressivement au cours d’une transition d’une semaine, avant d’avoir accès au pâturage 20 

heures par jour. Un système de pâturage tournant simplifié a été appliqué. Les prairies 

pâturées étaient des prairies temporaires de Dactyle et de Ray-grass anglais (Dactylis 

glomerata et Lolium perenne, représentant plus de 75% de la surface totale) et des prairies 

naturelles de demi-montagne (moins de 25% de l’aire totale). 

3.1.3 Concentrés des régimes 

La figure 13 présente la composition des concentrés pré-expérimental et expérimentaux 

utilisés au cours de chaque période hivernale et estivale durant les 2 années d’étude. Au cours 

de la première période hivernale, du vêlage jusqu'à la fin de la 5ème semaine de lactation, 

toutes les vaches recevaient un régime sans supplément oléagineux. Pendant cette période, le 

concentré contenait du blé granulé et du tourteau de colza déshuilé obtenu par pression à 

chaud et avec usage de solvant (concentré pré-expérimental). A partir de la 6ème semaine de 

lactation, les concentrés expérimentaux ont été progressivement introduits dans les régimes au 

cours d’une période de 4 semaines. Le concentré du traitement contrôle (CTL) comprenait du 

                                                            
1En première année: à partir du vêlage jusqu'à la mise à l’herbe le 5 mai 2008 à un stade de lactation moyen de 
169 +/- 23 jours. 
En deuxième année: à partir du 27 octobre 2008 (sauf pour 4 vaches vêlant entre le 10 et le 27 octobre 2008, 
conduites à l’intérieur à partir du vêlage) à la mise à l’herbe le 4 mai 2009 à un stade de lactation moyen de 142 
+/- 35 jours. 
2En première année: à partir du 5 mai 2008 jusqu’au 27 octobre 2008. 
En deuxième année: à partir du 4 mai 2009 jusqu’au 3 novembre 2009. 
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blé granulé et du tourteau de colza déshuilé et ces aliments étaient substitués en partie par des 

suppléments oléagineux riches en lipides dans le cas des 4 autres traitements. Ces 

suppléments oléagineux étaient des graines de lin extrudées (« Extruded Linseeds », 

traitement EL), des graines de colza extrudées (« Extruded Rapeseeds », traitement ER), du 

tourteau de colza riche en lipides, coproduit de l’extraction d’huile de colza par pressage à 

froid (« Fat-rich Rapeseed Meal », traitement FRM) ou des graines de colza entières crues 

n’ayant subi aucune transformation (« Whole Rapeseeds », traitement WR). Les compositions 

exactes des concentrés en fonction des différentes périodes sont décrites dans la figure 13, de 

plus amples informations concernant la provenance des suppléments oléagineux et la 

complémentation minérale sont précisées dans le premier article de ce manuscrit (Lerch et al., 

2012a). Les quantités de suppléments oléagineux apportées ont été calculées afin de fournir 

respectivement 3.0% et 2.5% de lipides dans la MSI, durant les périodes hivernales et 

estivales. 

Pour les 2 années d’expérimentation, au cours des 5 premières semaines de lactation, les 

quantités de concentrés distribuées individuellement étaient les mêmes pour chacune des 

vaches quelque soit leurs traitements et étaient progressivement augmentées1. A partir de la 

6ème semaine de lactation, jusqu’à la fin des périodes hivernales, les quantités de concentrés 

distribuées était ajustées chaque semaine afin de respecter un rapport F:C de respectivement 

70:30 et 60:40 sur la base de la MS, pendant la première et la deuxième année 

d’expérimentation. Pendant les périodes estivales et la période sèche (entre les 2 lactations), 

chaque vache recevait 4,5 kg de MS par jour de concentré. Les mélanges de concentrés étaient 

préparés quotidiennement et offerts en quantités équivalentes à 10h00 et à 17h30 en périodes 

hivernales et à 7h00 et 15h30 en périodes estivales. 

 

 

                                                            
1En première année: 2,5; 4,0; 5,2; 6,5 et 6,5 kg de MS par jour respectivement, pendant les semaines 1, 2, 3, 4 et 
5 de lactation. 
En deuxième année: 4,4; 4,4; 5,8; 7,0 et 8,3 kg de MS par jour respectivement, pendant les semaines 1, 2, 3, 4 et 
5 de lactation. 
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3.2 Prélèvements, Mesures et Analyses 

3.2.1 Animaux 

Les fourrages pendant les 2 périodes hivernales et les concentrés pendant l’ensemble de 

l’expérimentation ont été offerts individuellement dans des auges compartimentées équipées 

de portes contrôlées électroniquement. Les offerts ont été pesés chaque jour et les refus 4 

jours par semaine. Au même moment, des échantillons d’aliments offerts et refusés ont été 

prélevés (4 jours par semaine) et ont été groupés une fois pas mois afin de déterminer leurs 

teneurs en MS après 48 heures de séchage à 80°C (INRA, 1981). L’ensemble de ces données 

a été utilisé afin de déterminer pour chaque semaine des périodes hivernales, les quantités 

individuelles de MS ingérée pour chaque aliment. 

Pendant l’ensemble de l’expérimentation, le poids vif et la note d’état corporel de 

chaque vache ont été mesurés durant la première semaine de lactation, puis respectivement 

toutes les 2 et 4 semaines. La PL a été mesurée individuellement à chaque traite. 

3.2.2 Aliments 

Des échantillons représentatifs de chacun des aliments (fourrages et concentrés) ont été 

collectés 10 fois durant l’essai1 afin de déterminer leur composition chimique. Lors des 

périodes estivales, les échantillons d’herbe pâturée étaient obtenus en groupant 4 sous-

échantillons (coupés à l’aide d’une faux à une hauteur de 5 cm) collectés à 4 endroits de la 

parcelle sur laquelle pâturaient les vaches le jour du prélèvement. Les échantillons d’aliments 

étaient conservés à -20°C avant leur lyophilisation. Ils ont ensuite été broyés à une 

granulométrie de 0,6 mm, avant d’être analysés selon les méthodes standardisées (AOAC, 

1997) pour les déterminations des teneurs en matière minérale (Galilait, Theix, France), 

protéines brutes (Galilait), amidon (INZO°, Château-Thierry, France, seulement pour le blé 

granulé et les concentrés EL et ER) et en extrait éthéré (CETIOM, Pessac, France). Les 

déterminations des teneurs en fibres (Neutral Detergent Fiber et Acid Detergent Fiber, NDF et 

ADF) ont été réalisées selon une procédure séquentielle, après traitements amilolytique, 

protéolytique et extraction des lipides préalables (d’après Van Soest et al., 1991 adaptée pour 

«Ankom2000 Fiber Analyser»; Galilait pour les fourrages et INRA URH AGL et DIMA, 

Theix, France pour les concentrés). Les teneurs en énergie et en Protéines Digestibles dans 

                                                            
12 fois pendant la première période hivernale (27 février et 7 avril 2008), 2 fois pendant la première période 
estivale (6 juin et 3 septembre 2008), 3 fois pendant la deuxième période hivernale (2 février, 9 mars et 20 avril 
2009) et 3 fois pendant la deuxième période estivale (2 juin, 29 juin et 1 septembre 2009). 
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l’Intestin (PDI) ont été calculées pour chaque aliment en utilisant leur teneur en matière 

minérale, protéines brutes, ADF et extrait éthéré (PrevAlim 3.23 (INRA, 2006). En outre, la 

composition en AG des aliments a été déterminée (INRA URH AGL)1. 

3.2.3 Lait 

3.2.3.1 Analyses de composition chimique 

Des échantillons individuels de laits (30 mL) ont été prélevés au cours de 4 traites 

consécutives chaque semaine et conservés à 4°C dans des tubes contenant du bronopol-B2. 

Les teneurs en lipides, protéines, lactose et le dénombrement des cellules somatiques ont été 

déterminés pour chaque échantillon en utilisant la spectrométrie dans le moyen infrarouge 

(AOAC, 1997, Galilait). 

En outre, à 11 reprises durant l’essai, des échantillons individuels (60 mL) ont été 

prélevés au cours de la traite du matin, conservés à 4°C dans des tubes sans conservateur et 

analysés 28 heures plus tard pour les teneurs en urée et en AG libres (indicateur de la lipolyse 

post-traite). Aux mêmes dates, des échantillons (3 mL) ont été prélevés au cours de 2 traites 

consécutives, conservés à -20°C dans des tubes sans conservateur, puis lyophilisés avant 

l’analyse de la composition en AG2. Ces prélèvements ont eu lieu, 1 fois en période pré-

expérimentale, 2 fois au cours de chaque période hivernale et 3 fois au cours de chaque 

période estivale3. L’ensemble des 6 prélèvements effectués en période estivales ont été 

effectués lorsque les vaches pâturaient sur des prairies temporaires. La teneur en urée du lait a 

été déterminée en utilisant la méthode colorimétrique impliquant le diméthylamino-4-

benzaldéhyde (Potts, 1967) (Galilait) et la teneur en AG libres en utilisant la méthode des 

savons de cuivre (Jellema et al., 1991) (Galilait). 

 

 

 

                                                            
1Cf. Partie 3.2.5 
2Cf. Partie 3.2.5 
3En 5ème semaine de lactation lors de la première année; en moyenne à 72 +/- 17,0 et 141 +/- 23.1 jours de 
lactation lors de la première période hivernale; à 197 +/- 23,1, 232 +/- 23,1 et 288 +/- 23,1 jours de lactation lors 
de la première période estivale; à 84 +/- 13,3 et 129 +/- 35,0 jours de lactation lors de la deuxième période 
hivernale et à 171 +/- 35,0 , 199 +/- 35,0 et 262 +/- 35,0 jours de lactation lors de la deuxième période estivale. 
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3.2.3.2 Analyse sensorielle par test triangulaire 

Lors du début de la deuxième période estivale, des échantillons de laits de mélange 

issus de chacun des 5 groupes ont été collectés les 18, 25 et 27 mai, ainsi que le 3 juin 2009 

(20 échantillons), afin d’être soumis à une analyse sensorielle par test triangulaire à l’aide 

d’un jury entraîné comprenant 12 membres. Les laits étaient prélevés lors de la traite de 

l’après midi, puis groupés et mélangés afin d’obtenir un lait de mélange pour chaque 

traitement. Dix litres de chacun des 5 laits de mélange ainsi obtenus, étaient ensuite refroidis, 

stockés à 4°C pendant la nuit, avant d’être transportés le lendemain matin au laboratoire 

d’analyse sensorielle de l’Ecole Nationale des Industries du Lait et de la Viande (ENILV) 

d’Aurillac pour y être analysés avant 10h00 du matin selon les procédures standardisées 

(AFNOR, 1983). 

3.2.4 Sang 

Aux mêmes dates que les prélèvements d’échantillons de lait pour les analyses des 

teneurs en urée, AG libres et détermination de la composition en AG, des échantillons de sang 

ont été prélevés dans des tubes contenant de l’EDTA (2,1 mg/mL). Ces prélèvements ont été 

faits depuis la veine ou l’artère coccygienne, après la traite du matin et avant la distribution 

des aliments. Les échantillons de sang ont été conservés dans un bain de glace, avant que le 

plasma sanguin ne soit séparé par centrifugation (dans l’heure qui suivait le prélèvement, 

1 400 x g pour 15 min à 4°C). Les échantillons de plasma ont ensuite été conservés à -20°C 

avant détermination de leurs teneurs en AG-Non-Estérifiés (AGNE), BHB, acétate, glucose et 

insuline (voir Lerch et al., 2012a pour les références) (INRA URH AGL). 

3.2.5 Analyses des Lipides 

3.2.5.1 Extraction des lipides et préparations des dérivés d’acides gras 

Pour les aliments, les EMAG ont été préparés à partir des échantillons lyophilisés et 

broyés, en utilisant une méthode de transestérification in situ (Sukhija et Palmquist, 1988) 

adaptée par (Loor et al., 2004) (INRA URH AGL). Les laits lyophilisés des traites du matin et 

de l’après midi ont été groupés (respectivement 60 mg et 40 mg pour le matin et l’après midi) 

afin d’obtenir un échantillon représentatif de la production journalière de chaque vache. Les 

AG dans les 100 mg de laits lyophilisés ont été transméthylés in situ selon Ferlay et al. (2010) 

à l’exception du fait que les EMAG étaient préparés en ajoutant 3 mL d’une solution anhydre de 

méthoxide de sodium à une concentration de 0,5 M dans le méthanol et 1 mL de n-hexane. 

L’ensemble était incubé à 50°C pour 15 min et après refroidissement, 1 mL de méthanol/HCl 20% 
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(95:5 vol/vol) était ajouté avant une nouvelle incubation à 50°C pour 15 min. Les EMAG étaient 

collectés dans 1,5 mL de n-hexane et lavés avec 3mL d’une solution aqueuse de K2CO3 (6% 

poids/poids) (INRA URH AGL). 

Dans le cas des laits, 5 mélanges d’EMAG, représentatifs des différents traitements et 

périodes (sur la base des analyses préliminaires en CPG-DIF), ont été convertis en dérivés 

DMOX. Les EMAG ont été incubés à 170°C pendant une nuit avec du 2-amino,2-méthyl-1-

propanol sous une atmosphère saturée en azote (Shingfield et al., 2006) (MTT, Animal 

Production Research, Jokioinen, Finlande). 

3.2.5.2 Analyse des esters méthyliques d’acides gras par chromatographie en phase gazeuse 

Les profils totaux en EMAG ont été analysés par CPG en utilisant un appareil «Trace-

GC 2000 Series» (Thermo Finnigan, Les Ulis, France) équipé d’un DIF et d’une colonne 

capillaire (diamètre intérieur 0,25 mm) en silice fondue d’une longueur de 100 déposée d’un 

film de 0,2 µm d’épaisseur de cyanopropyl polysiloxane (CP-Sil 88, Chrompack, Middelburg, 

Pays Bas) et en utilisant un programme de température1 (INRA URH AGL). Des injections, 

de respectivement 1,0 et 0,6 µL pour les aliments et les laits étaient effectuées avec un facteur 

de fuite de 1:50. Dans tous les cas, l’injecteur était maintenu à une température de 250°C et le 

détecteur à 255°C. L’hydrogène était utilisé comme gaz vecteur à un débit variable, 

permettant de maintenir une pression constante de 158.6 kPa au niveau du détecteur. Les pics 

étaient identifiés par comparaison des temps de rétention avec ceux de standards 

commerciaux2. Dans le cas des laits, afin de tenir compte de la réponse plus faible du DIF due 

à la volatilité des EMAG contenant de 4 à 10 carbones, des facteurs de correction ont été 

estimés à partir de l’analyse d’un beurre de référence à la composition connue (CRM 164, 

Commission des Communautés Européenne, Bureau des Références Communautaires, 

Bruxelles, Belgique). 

 

 

                                                            
1Programme de température pour les aliments: 70°C (1 min), ↗5°C/min 100°C (2 min), ↗10°C/min 175°C (40 
min), ↗5°C/min 225°C (22 min) (Loor et al., 2004). 
Programme de température pour les laits: 70°C (1 min), ↗5°C/min 100°C (2 min), ↗10°C/min 175°C (42 min), 
↗5°C/min 225°C (22 min) selon Ferlay et al., (2010) avec modifications. 
2Comprenait, des mélanges d’EMAG (NCP#463, Nu Check Prep, Elysian, USA; Supelco#37, Supelco, 
Bellefonte, USA), un mélange d’esters méthyliques des isomères de configuration ∆9,12 18:2 (L8404, Sigma, 
Steinheim, Allemagne), un mélange d’esters méthyliques des isomères d’ALC (O5632, Sigma) ainsi que le cis-
9,trans-11,trans-13 CLnA (#10-1803-23-7, Larodan Fine Chemical, Malmö, Suède). 
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Les EMAG non disponibles commercialement ont été identifiés sur la base de leur 

spectres de masse et de ceux de leurs dérivés DMOX, obtenus par CPG-SM IE, en utilisant un 

appareil de CPG «modèle 6890» (Hewlett-Pacard, Wilmington, USA) et un SM à détecteur 

quadripôle sélectif «modèle 5973N» (Agilent Technologies Inc., Wilmington, USA) (MTT, 

Animal Production Research). Le SM opérait à 230°C en mode d’ionisation par impact 

d’électron et les spectres de masse ont été enregistrés sous un voltage d’ionisation de 70 eV. 

Le programme de température du CPG était le même que celui utilisé pour les EMAG du lait 

et l’hélium était utilisé comme gaz vecteur (Shingfield et al., 2006). Dans le cas des DMOX 

insaturés, la position des doubles liaisons était déterminée sur la base des distances entre 

unités de masse atomique. Un intervalle de 12 unités de masse atomique entre les pics les plus 

intenses de 2 clusters d’ions contenant n et n-1 carbone étaient interprétés comme un clivage 

de la double liaison entre les carbones n et n+1 dans la chaîne aliphatique de l’AG. Des 

fragments impairs correspondant respectivement aux masses m/z 139, 153 et 167 étaient 

utilisés comme des ions diagnostics pour localiser les doubles liaisons aux positions ∆4, ∆5 et 

∆6 (Spitzer, 1997). Les structures des AG déduites étaient comparées avec les spectres de 

masse de dérivés DMOX, préparés avec des standards d’EMAG commerciaux et avec une 

librairie de spectres de référence disponibles en ligne 

(http://lipidlibraryaocsorg/ms/masspec.html). L’analyse structurale par CPG-MS IE des 

dérivés DMOX ne permettant pas de différencier les isomères de configuration, la 

configuration géométrique des doubles liaisons des AGI a été déduite sur la base des ordres 

d’élution connus des isomères de configuration des ∆9,12 18:2 et ∆9,12,15 (L8404 et L6031, 

Sigma). Des spectres de masse d’AG non usuels dans le lait sont fournis dans la figure 14 et 

le report des identifications effectuées pour les zones 16:1, 18:1 et 18:2 est présenté dans les 

chromatogrammes partiels de la figure 15. En outre, les spectres de masses, ainsi que l’ordre 

d’élution des CLnA sont présentés dans le troisième article de la partie «Résultats» (Lerch et 

al., 2012c). 

 



 

 

Figure 14: Spectres de masse des dérivés 4,4-diméthyloxazoline (DMOX) 15:1 ∆5; 16:1 ∆7; 17:1 ∆8; 18:2 
∆9,13 + 18:2 ∆10,14; 18:2 ∆12,15 et 23:1 ∆14 obtenus par chromatographie en phase gazeuse couplée à la 
spectrométrie de masse 
Chromatographie en phase gazeuse équipée d’une colonne capillaire en silice fondue de 100 m de long et d’un 
diamètre intérieur de 0.25 mm imprégnée d’une phase de cyanopropyl polysiloxane (CP Sil 88, ChrompackTM, 
Middelburg, Pays Bas). Programme de température: 70°C (1 min), ↗5°C/min 100°C (2 min), ↗10°C/min 175°C (42 
min), ↗5°C/min 225°C (22 min); He 159 kPa. Spectromètre de masse opérant à 230°C en mode d’ionisation 
par impact d’électron, spectres de masse enregistrés sous un voltage d’ionisation de 70 eV. 
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Figure 15: A) Chromatogramme obtenu par CPG-DIF1 des esters méthyliques d’acides gras issus d’un lait de vache pâturant et recevant 2,3 
kg de graine de lin extrudée (MS). Des agrandissements détaillent les zones B) 16:1 et C) 18:1 et 18:2 
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1Chromatographie en phase gazeuse équipée d’un détecteur par 
ionisation de flamme et d’une colonne capillaire en silice fondue de 
100 m de long et d’un diamètre intérieur de 0,25 mm imprégnée d’une 
phase de cyanopropyl polysiloxane (CP Sil 88, ChrompackTM, 
Middelburg, Pays Bas). Programme de température: 70°C (1 min), 
↗5°C/min 100°C (2 min), ↗10°C/min 175°C (42 min), ↗5°C/min 
225°C (22 min); H² 159 kPA (Lerch et al., 2012b). 
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3.2.5.3 Analyse de la distribution des isomères d’acide linoléique conjugué par 

chromatographie liquide haute performance en mode ion argent 

La distribution des isomères de l’ALC a été déterminée sur un sous-ensemble de 186 

laits prélevés à chaque fin de période1, en utilisant un système de CLHP « model 1080 » 

(Hewlett-Packard) équipé de 4 colonnes en silice couplées en série, imprégnées d’ions argent 

(Chrom-Spher 5 Lipids, 250 x 4,6 mm, diamètre moyen des particules: 5 µm; Varian Ltd., 

Walton-on-Thames, Royaume-Uni) (MTT, Animal Production Research). Les esters 

méthyliques d’ALC ont été séparés en mode isocratique à 22°C en utilisant une phase mobile 

composée de 0,1% (vol/vol) d’acétonitrile dans l’heptane à un débit constant de 1 mL/min et 

en enregistrant le spectre d’absorbance dû à l’effluent de 190 à 400 nm, à l’aide d’une barrette 

de diodes (Shingfield et al., 2003). Le chromatogramme enregistré à 233 nm a été utilisé. Les 

identifications des isomères d’ALC ont été effectuées en utilisant un mélange d’esters 

méthyliques d’ALC commerciale (O5632, Sigma), ainsi qu’en comparaison d’une série de 

mélanges enrichis en isomères spécifiques (Saebo et al., 2005, Shingfield et al., 2005a). Les 

concentrations de chacun des isomères d’ALC ont été calculées sur la base des aires relatives 

enregistrées en CLHP et du pourcentage dans les AG totaux de la somme des ALC cis-

9,trans-11, trans-7,cis-9 et trans-8,cis-10 déterminés en CPG. 

Les analyses statistiques des données sont précisément décrites dans les 3 publications 

de la partie «Résultats». 

                                                            
1141 +/- 23,1 jour de lactation durant la première période hivernale; 288 +/- 23,1 durant la première période 
estivale; 129 +/- 35,0 durant la deuxième période hivernale; 262 +/- 35,0 durant la deuxième période estivale. 
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4 RESULTATS - ARTICLES SCIENTIFIQUES 
 

4.1 Lerch, S., A. Ferlay, D. Pomiès, B. Martin, J. A. A. Pires et Y. Chilliard. 

2012a. Rapeseed or linseed supplements in grass-based diets: Effects on dairy 

performance of Holstein cows over two consecutive lactations. Journal of Dairy 

Science 95(4) :1956-1970. 

 

Les conséquences des supplémentations en graines oléagineuses de rations des vaches 

laitières ont essentiellement été déterminées lors d’essais de courtes périodes (1 à 3 mois). Peu 

d’études ont quantifié les effets à long terme (1 lactation entière et plus) de ces stratégies sur 

les performances zootechniques des vaches laitières. Cependant, ces informations sont 

nécessaires afin d’en évaluer les conséquences sur la durabilité et l’économie des 

exploitations laitières avant d’envisager le transfert de ces pratiques sur le terrain. Ainsi, 

l’objectif de ce premier article était de quantifier et d’établir la persistance au cours de 2 

lactations consécutives des effets de supplémentations en différents types et formes de graines 

oléagineuses (colza, lin) sur les performances de vaches laitières recevant des rations à base 

d’herbe. L’ingestion, le poids vif, l’état corporel, les bilans énergétique et protéique, les 

métabolites sanguins, la production et la composition du lait ont été les principaux paramètres 

zootechniques étudiés. 
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  ABSTRACT 

  The aim of this study was to evaluate the effects 
of long-term supplementation with different oilseeds 
rich in 18:1 cis-9 or 18:3n-3 fatty acids on dairy cow 
performance over 2 consecutive lactations. This trial 
involved 58 Holstein cows during the first year and 35 
during the second year. During the first 5 wk of the 
first year, all of the cows were fed the same diet; after 
a 4-wk transition period, the cows received 1 of 5 treat-
ments for 2 consecutive lactations, including the dry 
period. Their basal diet was supplemented or not with 
extruded linseeds or with different forms of rapeseeds: 
extruded seeds, cold-pressed fat-rich meal, or whole 
unprocessed seeds. Oilseed amount was calculated to 
provide 2.5 to 3.0% additional oil in ration dry mat-
ter. Cows were fed a grass-based diet (75% grass silage 
and 25% hay) during indoor periods and grazed during 
outdoor periods. For the first year of experimentation, 
oilseed supplementation had no effect on milk, fat, pro-
tein, and lactose yields, body weight, or body condition 
score compared with the control treatment (no oilseed 
supplementation). During the indoor period, extruded 
linseed tended to decrease dry matter intake (−1.5 
kg/d), whereas all of the oilseed treatments decreased 
milk protein content without changing protein yield. 
Cold-pressed fat-rich rapeseed meal decreased milk 
protein content independently of the period (−0.29 and 
−0.19 g/100 g for indoor and outdoor periods, respec-
tively), and whole unprocessed rapeseed increased milk 
fat content during the outdoor period (+0.53 g/100 
g compared with the control treatment). During the 
second year of experimentation, the effects of oilseed 
supplementation during the outdoor period were similar 
to those observed during the first outdoor period, but 
the effects of oilseed supplementation differed between 
the 2 indoor periods. This was likely due to changes in 
forage quality and composition and percentage in the 
ration of the concentrate mixtures. Thus, the effects 

of oilseed supplementation depended on oilseed nature 
(rapeseed or linseed) and form (extruded seeds, cold-
pressed fat-rich meal, or whole unprocessed seeds) in 
interaction with the type of basal diet (grass silage and 
hay or pasture) and the concentrate composition and 
percentage in the ration. Effects were stable during the 
first indoor period, repeatable between the 2 outdoor 
periods, and were similar to effects observed previously 
in short-term studies (1 to 3 mo). 
  Key words:    dairy cow performance ,  rapeseed process-
ing ,  extruded linseed ,  long-term effect 

INTRODUCTION

  Addition of oilseed supplements to the diet of lactat-
ing dairy cows is a strategy that has been proposed 
for several decades to improve performance of dairy 
cow and milk FA profile (Chilliard and Ferlay, 2004). 
Lipid supplementation has been an effective approach 
to increase the energy density and energy efficiency 
of the diet, especially in grass-based diets, for which 
energy intake could limit milk production (Schroeder 
et al., 2004). Moreover, many studies have reported 
that oilseed supplementation can improve the nutri-
tional quality of milk because of a decrease in milk 14:0 
and 16:0 FA concentrations and an increase in FA of 
specific nutritional interest, such as 18:1 cis-9, 18:3n-3, 
and conjugated linoleic acid (cis-9,trans-11 conjugated 
linoleic acid). However, oilseed supplementation can 
also increase milk concentration of trans FA (Glasser 
et al., 2008), which may have adverse effects on human 
health (Shingfield et al., 2008; Brouwer et al., 2010). 
Among the different oilseeds, linseed supplementation 
increases milk 18:3n-3 concentration, but the availabil-
ity of this source in global markets is limited compared 
with rapeseed (2.2 vs. 58.3 Mt in 2008; Prolea, 2009). 
Rapeseed production has been increasing in Europe 
because of the growing demand for agro-diesel fuels 
(Prolea, 2009). Thus, rapeseed by-products may be 
incorporated in large amounts into dairy rations. Rape-
seed supplementation is also of interest because it in-
duces a lower increase in milk trans-18:1 concentration 
than other oilseed supplements rich in PUFA (Glasser 
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et al., 2008). Although the supplementation of dairy ra-
tions with ground rapeseed has been studied previously 
(Chilliard and Ferlay, 2004), limited research exists on 
the effects of supplementation with extruded rapeseed 
(Bayourthe et al., 2000; Neves et al., 2009) and cold-
pressed fat-rich rapeseed meal.

The effects of oilseed supplementation on DMI, milk 
yield, and composition have been widely studied dur-
ing short-term periods (1 to 3 mo) and have varied 
according to oilseed nature and form and interactions 
with the type of the basal diet (Chilliard and Ferlay, 
2004; Glasser et al., 2008). Addition of whole or ground 
linseed or rapeseed to grass-based diets (hay, silage, or 
pasture) has been reported to have had no effect on milk 
yield and to occasionally have decreased DMI, milk fat, 
or protein content (Schroeder et al., 2004; Petit, 2010). 
Additionally, 5-wk supplementation of extruded linseed 
was found to have increased the plasma 18:3n-3 concen-
tration and the lipid peroxidation index, which could 
raise the question of putative deleterious effects of long-
term supplementation on the health of cows (Gobert et 
al., 2009). Although few long-term studies on oilseed 
supplementation have been published to date, no effect 
was observed on milk yield, BW, or BCS when grass-
based diets were supplemented with 1.6 to 3.1% oil (of 
the diet DM) from ground rapeseeds for 36 wk (Moss, 
2002) or for 3 consecutive lactations (Emanuelson et 
al., 1993; Ahlin et al., 1994). Identical results have been 
observed during the first 28 wk of lactation for diets 
based on corn silage and haylage supplemented with 
whole or ground linseed (2.5% additional oil in the 
diet DM; Petit and Côrtes, 2010). Nonetheless, feeding 
ground forms of linseed or rapeseed has been found to 
decrease DMI (Moss, 2002; Petit and Côrtes, 2010), 
and the latter has decreased milk fat content of cows 
fed grass-based diets (Moss, 2002).

The objective of this study was to quantify the effects 
of oilseed nature (extruded linseed or extruded rape-
seed) and form of rapeseed-derived products (extruded 
seeds, cold-pressed fat-rich meal, or whole unprocessed 
seeds) in grass-based diets during 2 consecutive lacta-
tions on milk yield and composition, BW, BCS, and 
plasma indicators of cow metabolic status.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Diets

The experiment was performed at the Orcival experi-
mental farm of the Institut National de la Recherche 
Agronomique (INRA), which is located in a mountain 
grassland area (1,000 m altitude) of the Auvergne re-
gion (Puy de Dome, France). All of the procedures were 
conducted in accordance with the French guidelines for 

experimental animal use (Veissier, 1999). The experi-
ment was conducted over 2 consecutive lactations, and 
each included an indoor period (winter, grass silage and 
hay-based diet, first half of lactation) and an outdoor 
period (summer, grazing pasture-based diet, second 
half of lactation).

First Year of Experimentation. Sixty Holstein 
cows (25 primiparous and 35 multiparous, calving dates 
between October 13, 2007, and January 14, 2008, and a 
BW of 681 ± 81 kg during the first week postcalving) 
were used. During the indoor period (from calving until 
pasture turnout on May 5, 2008, 169 ± 23 DIM), mixed 
forage was composed of Dactylis glomerata, 75% grass 
silage, and 25% hay (DM basis), and it was offered 
to allow ad libitum intake. During outdoor period, the 
cows were gradually transitioned to pasture over 1 wk, 
starting on May 5, 2008, and then allowed to graze 
20 h/d until October 27, 2008. A simplified rotational 
grazing technique was used, as described by Hoden et 
al. (1991). Cows were moved to a different paddock 
when the herd daily milk yield decreased 10% relative 
to the maximal production registered after the entry 
into that paddock, and parcel rotation was adjusted 
to maintain forage nutritional value and an herbage 
height of at least 5 cm. The grazing area consisted of 
temporary pastures (Dactylis glomerata and Lolium 
perenne) and permanent mountain pastures (less than 
25% of the grazing area).

From calving until the end of wk 5 of lactation, all 
cows received a diet without oilseed supplementation. 
During this period, the concentrate mixture (75% pel-
leted wheat and 25% solvent-extracted rapeseed meal, 
DM basis) was distributed to all of the cows at a rate 
of 2.5, 4.0, 5.2, 6.5, and 6.5 kg of DM/d in wk 1, 2, 3, 
4, and 5 of lactation, respectively. At the end of this 
period, 5 groups of 12 cows were formed based on their 
calving date, parity, and milk yield and fat and protein 
contents. Cows in each group consisted of 5 primipa-
rous cows, 3 cows in second lactation, and 4 cows in 
third or greater lactation. Experimental concentrates 
were gradually introduced over a period of 4 wk, start-
ing in wk 6 of lactation. Control concentrate (CTL) 
was composed of pelleted wheat and solvent-extracted 
rapeseed meal, which was partially substituted in the 
oilseed supplemented diets by extruded linseed [EL, 
extruded blend of 70% linseed and 30% wheat (weight 
basis); INZO°, Argentan, France], extruded rapeseed 
[ER, extruded blend of 59% rapeseed, 29% wheat, and 
12% wheat bran (weight basis); INZO°], cold-pressed 
fat-rapeseed meal (FRM, by-product of rapeseed oil 
extraction by cold pressure; Dock Moulin S.A., Marnef-
fe, Belgium), or unprocessed, full fat, uncrushed, whole 
rapeseed (WR; INZO°). The composition of the con-
centrate mixtures used during the indoor experimental 
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period (from wk 10 of lactation until pasture turnout) 
and the outdoor period is described in Table 1. From 
wk 6 of lactation until the end of the indoor period, 
the amount of concentrate daily offered was adjusted 
weekly to maintain a 70:30 forage to concentrate ratio 
(F:C), and each cow received 4.5 kg (DM) of concen-
trate during the outdoor period.

Based on their estrous behavior, cows were artificial-
ly inseminated after January 1, 2008. Pregnancy was 
confirmed by echography at regular intervals. During 
the first year of experimentation, 2 cows receiving FRM 
(both in their fourth lactation) were removed from the 
experiment at the beginning of the outdoor period due 
to recurrent clinical mastitis problems. The data from 
these 2 cows were not included in statistical analysis. 
After October 27, 2008, all of the cows were managed 

indoors. However, 4 cows that calved between October 
10 and October 27, 2008, were housed earlier so that 
they had been housed for at least 1 wk before calving.

Second Year of Experimentation. Forty cows 
calved during the second year of experiment and 5 were 
then culled: 1 from FRM (in her first lactation during 
yr 1) that calved late (February 24, 2009), 1 from ER 
(in her fourth lactation during yr 1) due to clinical hy-
pocalcemia, 1 from ER (in her fourth lactation during 
yr 1), which aborted and died during the beginning of 
the second outdoor period, 1 from CTL (in her seventh 
lactation during yr 1), and 1 for FRM (in her fourth 
lactation during yr 1) due to severe digestive problems 
postpartum. Data obtained from these cows were re-
moved from the statistical analysis for the second year. 
Therefore, only 35 cows were used during the second 
year of experimentation (8 for EL, FRM, and WR, 7 
for CTL, and 4 for ER). These cows were dried off at 
335 ± 29 DIM and calved indoors between October 10, 
2008, and February 13, 2009.

Cows were housed from October 27, 2008, until May 
4, 2009 (pasture turnout, 142 ± 35 DIM), and the 
forages offered to allow ad libitum intake were com-
posed of 80% silage and 20% hay (DM basis; Dactylis 
glomerata). After a 1-wk transition period, cows grazed 
from May 4 to November 3, 2009.

During the dry period, cows received 4.5 kg (DM) 
of concentrate of the same composition as that offered 
during the first outdoor period. After calving, the 
amount of concentrate offered was increased during the 
first 5 wk (4.4, 4.4, 5.8, 7.0, and 8.3 kg of DM/d during 
wk 1, 2, 3, 4, and 5 of lactation, respectively). From 
wk 6 of lactation until the end of the second indoor 
period, the amount of concentrate offered was adjusted 
weekly to maintain a 60:40 F:C ratio. During outdoor 
period, each cow received 4.5 kg (DM) of concentrate. 
During the second indoor period, the level of concen-
trate was increased from 30% (first indoor period) to 
40% of the diet DM because the forages were of lower 
nutritional value. The composition of the concentrate 
mixtures used during the second indoor (from calving 
until pasture turnout) and outdoor periods is described 
in Table 1.

During the 2 indoor periods, the diets were formu-
lated to meet at least 95% of the energy and 100% of 
the protein requirements to produce 30 kg/d of milk 
(INRA, 2007a). The amounts of oilseed supplements 
were calculated to provide 3.0 and 2.5% of oil in the diet 
DM during indoor and outdoor periods, respectively. 
During outdoor periods, pasture intake was estimated 
from BW, milk yield, and grazing management using 
the software INRAtion 4.0 (INRA, 2007b, based on the 
predictive model described in INRA, 2007a). During 
indoor periods, forages were mixed daily and offered at 

Table 1. Composition of the concentrate mixtures1 used during each 
indoor and outdoor period 

Item

% of concentrate DM

Pelleted 
wheat2

Rapeseed 
meal3

Oilseed  
supplement4

Year 2007–2008    
 Indoor period    
  CTL 75 25 0
  EL 10 55 35
  ER 10 55 35
  FRM 26 0 74
  WR 11 67 22
 Outdoor period    
  CTL 73 27 0
  EL 9 53 38
  ER 9 53 38
  FRM 27 0 73
  WR 11 67 22
Year 2008–2009    
 Indoor period    
  CTL 90 10 0
  EL 71 0 29
  ER 48 20 32
  FRM 44 0 56
  WR 55 20 25
 Outdoor period    
  CTL 73 27 0
  EL 9 51 40
  ER 9 51 40
  FRM 40 0 60
  WR 9 60 31
1Cows received grass silage and hay-based diets with 30% or 40% of 
concentrate during the first and second indoor periods, respectively, 
and grazed pasture supplemented with 4.5 kg of DM/d of concentrate 
during the outdoor periods. Concentrate mixtures contained no oilseed 
(CTL), extruded linseed (EL), extruded rapeseed (ER), cold-pressed 
fat-rich rapeseed meal (FRM), or whole unprocessed rapeseed (WR).
295% wheat + 5% molasses.
3Solvent-extracted rapeseed meal.
4EL = extruded blend of linseed (70%) and wheat (30%) (weight ba-
sis); ER = extruded blend of rapeseed (59%), wheat (29%), and wheat 
bran (12%) (weight basis); FRM = cold-pressed fat-rich rapeseed 
meal, a by-product of rapeseed oil extraction by cold pressure; WR = 
whole unprocessed rapeseed.
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1000 h to allow 10% refusals. Concentrates were pre-
pared daily and offered at equal amounts at 1000 and 
1730 h during indoor periods and at 0700 and 1530 h 
during outdoor periods. Cows were allowed free access 
to water and received 200 g/d of a mineral and vitamin 
premix containing 60 g/kg of P, 180 g/kg of Ca, 50 g/
kg of Mg, 50 g/kg of Na, 15 g/kg of S, 600,000 IU/kg 
of vitamin A, 120,000 IU/kg of vitamin D3, 1,300 IU/
kg of vitamin E, 1,300 mg/kg of Cu, 6,000 mg/kg of 
Zn, 3,500 mg/kg of Mn, 62 mg/kg of I, 32 mg/kg of 
Co, and 20 mg/kg of Se. Cows were milked at 0630 
and 1600 h in a milking parlor and were housed in a 
freestall barn during indoor periods. Mastitis, metritis, 
hypocalcemia, and other disorders were recorded.

Sampling, Measurements, and Analyses

During the 2 indoor periods, forages and concentrates 
were offered individually to the cows in individual 
troughs fitted with electronically controlled gates, and 
forage refusals were weighed 4 d a week. At the same 
time, subsamples of feed and refusals were collected each 
week and pooled monthly to determine the DM content 
after 48 h at 80°C (INRA, 1981). For chemical analy-
ses, samples of forages and concentrates were collected 
twice during the first indoor (February 27 and April 7, 
2008) and outdoor periods (June 6 and September 3, 
2008) and 3 times during the second indoor (February 
2, March 9, and April 20, 2009) and outdoor periods 
(June 2, June 29, and September 1, 2009), yielding 10 
samples per feedstuff. Pasture samples were obtained 
from subsamples (cut with a scythe at a height of 5 cm) 
collected from 4 patches in the paddock where cows 
grazed on the day of the sampling. The 4 subsamples 
were then pooled per sampling day and paddock. Feed-
stuff samples were stored at −20°C before lyophiliza-
tion (Thermovac TM-20, Froilabo, Ozoir-La-Ferrière, 
France). Samples were sieved through a 0.6-mm screen 
and analyzed according to standard methods (AOAC, 
1997) for ash (method 942-05), CP (method 984-13), 
starch (only for pelleted wheat, EL, and ER; polari-
metric method 14031-032), and ether extract (after 
acid hydrolysis; method 920-39). For NDF and ADF, a 
sequential procedure with prior amylolytic, proteolytic, 
and fat-removing treatments was used (Van Soest et 
al., 1991; adapted for Ankom2000 Fiber Analyzer, An-
kom Technology, Fairport, NY). The contents of energy 
and true protein truly digestible in the small intestine 
(PDI) were calculated for all of the feeds using their 
ash, CP, ADF, and ether extract contents (PrevAlim 
3.23; INRA, 2006). Chemical composition and energy 
and PDI values of the feedstuffs are presented in Table 
2.

During the entire experiment, BW and BCS were 
recorded during the first week of lactation, and BW 
was measured every 2 wk and BCS every 4 wk there-
after. Daily milk yield was recorded individually and 
subsamples (30 mL) were collected at 4 consecutive 
milkings each week, preserved in tubes with bronopol-
B2 (Trillaud, Surgères, France), and stored at 4°C. 
The individual samples from each milking were subse-
quently analyzed for fat, protein, and lactose contents, 
and SCC (Galilait, Theix, France) using mid-infrared 
spectrometry (AOAC, 1997; Milkoscan 4000; Foss Elec-
tric, Hillerød, Denmark). Additionally, during the first 
year of experimentation, 1 subsample (60 mL) was col-
lected in tubes without additive during morning milk-
ing, stored at 4°C, and analyzed within 24 h for milk 
urea content. Milk urea was measured at the end of 
the pre-experimental period (wk 5 of lactation), twice 
during the indoor period (72 ± 17.0 and 141 ± 23.1 
DIM) and once at the end of the outdoor period (288 
± 23.1 DIM). Milk urea content was determined (Gali-
lait) by the dimethylamino-4-benzaldehyde colorimetric 
method (Potts, 1967).

Blood samples were collected from the coccygeal vein 
or artery using tubes containing EDTA (2.1 mg/mL). 
Blood sampling was performed after morning milking 
and before feeding on the same dates as for milk urea 
analyses plus one date at the beginning of the outdoor 
period (197 ± 23.1 DIM). Blood samples were kept on 
ice after sampling and plasma was separated within 1 
h, by centrifugation at 1,400 × g for 15 min at 4°C, 
and frozen at −20°C until it was analyzed for NEFA, 
BHBA, acetate, glucose, and insulin concentrations. 
Plasma NEFA, glucose, and acetate concentrations 
were determined by spectrophotometry using glucose 
dehydrogenase (Glucose RTU kit; BioMérieux, Lyon, 
France), acyl-CoA synthetase (Wako NEFA HR2 kit; 
Oxoid, Dardilly, France), and l-malate dehydrogenase-
citrate synthase-acyl-CoA synthetase methods (Enzyp-
lus EZA 811 + kit, Biocontrol Systems, Lyon, France), 
respectively. The BHBA concentration was determined 
as described by Brashear and Cook (1983). Insulin 
concentration was determined using the Insulin CT kit 
(CIS Bio International, Gif-sur-Yvette, France). Intra- 
and interassay CV were 8.0 and 8.6% for NEFA, 3.4 and 
4.8% for BHBA, 7.8 and 8.8% for acetate, 1.1 and 2.0% 
for glucose, and 7.9 and 6.6% for insulin, respectively.

Calculations and Statistical Analyses

First Year of Experimentation. Statistical analy-
sis was performed using the Mixed procedure of SAS 
(SAS Institute, 2003). A covariate term centered by 
lactation number (first, second, and third or greater) 
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was calculated using the data obtained from wk 2 and 
3 of lactation for BW, at calving for BCS, from wk 3, 4, 
and 5 of lactation for DMI, milk yield, and milk compo-
sition, and from wk 5 of lactation for milk urea content 
and plasma metabolite and insulin concentrations.

Indoor and outdoor data were analyzed separately 
for all variables. During the indoor period, data were 
expressed according to week of lactation (wk 10 to 20). 
During the outdoor period, data were expressed accord-
ing to calendar week relative to pasture turnout (i.e., 
from 19 to 36 calendar weeks, until 294 ± 23 DIM). The 
model for repeated-measures analyses included covari-
ate, treatment, week (lactation or calendar), lactation 
number, treatment by week, and lactation number by 
week interactions as fixed effects, and cow as a random 
effect. A second covariate term was included for the 
outdoor period. It was calculated as the deviation be-
tween individual DIM and average DIM for all of the 
cows at the date of pasture turnout. If one interaction 

was not significant, it was removed from the model. 
Additionally, week and its interactions were removed 
from the model to study nonrepeated data (BW change 
and BCS change: wk 20 minus wk 10 of lactation and 
calendar wk 36 minus calendar wk 20 for indoor and 
outdoor periods, respectively).

To test the interactions between treatments and pe-
riods, individual means of milk yield and composition, 
BW, and BCS were calculated from wk 10 to 16 of 
lactation, when all of the cows were managed indoors 
and from wk 30 to 36 of lactation, when all of the cows 
were managed outdoors. The statistical model included 
covariate, treatment, lactation number, period, and 
treatment by period and lactation number by period 
interactions as fixed effects, cow as a random effect, 
and period as a repeated measure.

Second Year of Experimentation. Intake and 
diet nutrient composition data were analyzed as the 
means of the data from wk 10 to 16 of lactation. The 

Table 2. Chemical composition, energy, and protein contents of feedstuffs 

Item

Feedstuff (% of DM) Energy 
(MJ of NE/ 
kg of DM)OM CP NDF ADF Starch NFC1 Fat PDIN2 PDIE3

Year 1 (2007–2008)          
 Forages          
  Grass silage 91.0 18.0 44.3 30.4 ND4 23.9 4.8 10.7 8.2 6.55
  Hay 92.4 16.0 63.2 34.0 ND 11.6 1.6 10.0 9.2 5.41
  June pasture 90.3 15.0 41.6 26.4 ND 30.1 3.6 9.4 9.2 6.84
  September pasture 90.7 16.0 43.0 27.4 ND 27.4 4.3 10.1 9.1 6.23
 Concentrates5           
  Pelleted wheat 97.3 13.9 8.1 4.9 61.2 71.0 4.3 8.2 10.0 8.26
  Rapeseed meal 91.9 36.7 27.6 20.9 ND 24.0 3.6 23.8 14.7 6.27
  Extruded linseed 96.7 20.6 20.1 8.9 23.3 28.0 28.0 15.1 12.6 10.89
  Extruded rapeseed 95.6 17.9 24.7 10.0 26.1 26.9 26.1 13.1 11.2 10.04
  Fat rapeseed meal 93.4 33.7 22.6 17.1 ND 20.5 16.6 21.1 10.9 8.62
  Whole rapeseed 96.1 20.5 19.16 13.46 ND 9.3 47.2 12.9 6.5 12.89
Year 2 (2008–2009)           
 Forages           
  Grass silage 90.7 12.0 57.8 35.6 ND 18.3 2.6 7.1 6.6 5.55
  Hay 92.6 13.0 56.1 29.0 ND 21.7 1.8 8.2 8.7 5.91
  June pasture 90.9 16.2 49.6 25.1 ND 23.1 2.0 10.2 9.6 7.08
  July pasture 90.5 18.8 41.8 22.1 ND 27.0 2.9 11.8 10.4 7.44
  September pasture 89.5 26.3 56.1 26.0 ND 4.1 3.0 16.5 11.2 6.51
 Concentrates5           
  Pelleted wheat 97.5 15.1 10.3 3.5 60.6 67.3 4.8 10.0 10.4 8.69
  Rapeseed meal 92.4 35.0 27.6 20.9 ND 26.7 3.1 22.7 14.4 6.41
  Extruded linseed 96.3 19.5 22.5 10.5 23.3 26.1 28.2 14.3 12.0 10.89
  Extruded rapeseed 96.1 18.4 23.2 10.1 25.7 27.3 27.2 13.4 11.3 10.18
  Fat rapeseed meal 92.7 31.7 24.5 18.5 ND 20.8 15.7 19.8 10.6 8.19
  Whole rapeseed 95.8 20.0 19.16 13.46 ND 9.3 47.4 12.6 6.3 12.89
1NFC = OM − CP − NDF − fat.
2True protein truly digestible in the small intestine when protein supply is limited (INRA, 2007a).
3True protein truly digestible in the small intestine when energy supply is limited (INRA, 2007a).
4ND = not determined.
5Pelleted wheat = 95% wheat + 5% molasses; rapeseed meal = solvent-extracted rapeseed meal; extruded linseed = extruded blend of linseed 
(70%) and wheat (30%) (weight basis); extruded rapeseed = extruded blend of rapeseed (59%), wheat (29%), and wheat bran (12%) (weight 
basis); fat rapeseed meal = cold-pressed fat-rich rapeseed meal, a by-product of rapeseed oil extraction by cold pressure; whole rapeseed = whole 
unprocessed rapeseed.
6Estimations from INRA (2007a).
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statistical model included the covariate, treatment, and 
parity for the first year of experimentation as fixed ef-
fects, and cow as a random effect.

For total DMI, milk yield and composition, BW, BCS, 
BW and BCS changes, and energy and PDI balances, 
heterogeneity of performance potential was observed 
among the 5 treatment groups due to the exclusion of 
some cows. Therefore, to control the animal factors, 
we chose to study changes in the long-term treatment 
effects using the differences of individual performances 
between the first and second year of experimentation. 
This comparison was made at the same physiological 
stage within each indoor and outdoor period. For each 
variable, within-cow differences between yr 1 and 2 (yr 
2 minus yr 1) were calculated from the mean of the 
individual data recorded from wk 10 to 16 of lactation 
(corresponding to indoor periods), and from wk 30 to 
36 of lactation (corresponding to outdoor periods). For 
each period (indoor or outdoor), the statistical model 
included treatment and parity for the first year of ex-
perimentation as fixed effects, and cow as a random 
effect.

Logarithmic transformation was used when needed 
to comply with the assumptions of normality and 
homoscedasticity of residuals. When transformation 
was needed (milk SSC, plasma NEFA, BHBA, acetate 
and insulin concentrations), least squares means and 
standard errors of the mean were estimated from un-
transformed values, whereas P-values reflect statistical 

analysis of transformed data. Significance was declared 
at P ≤ 0.05, and trends were considered at 0.05 < P 
≤ 0.10. Values reported are least squares means and 
SEM.

RESULTS

First Year of Experimentation

During the indoor period, we obtained the target oil 
level in the diet DM for all oilseed treatments except 
FRM (3.8% instead of 3% additional oil in the diet DM; 
Table 3) because the fat content of FRM was underes-
timated at the beginning of the experiment. Compared 
with that in CTL, forage intake decreased for EL and 
FRM (Table 3; P = 0.05) and was unchanged for ER 
and WR. Consequently, total DMI tended to be lower 
for EL than for CTL and WR (P = 0.08), but calcu-
lated energy intake was not affected by treatment (P 
= 0.21). Intake of PDI was lower for FRM than for 
ER and WR (P = 0.03). The diet starch and NFC 
contents were higher in CTL than in oilseed treatments 
(+9.7 and +9.0% DM, respectively; P < 0.001). The 
diet NDF and ADF contents were higher for ER and 
WR than for CTL and FRM (P < 0.001).

During the first 44 wk of lactation, the total average 
production across the 5 treatment groups was 7,555 kg 
of milk per cow, containing 3.70, 3.04, and 4.84% of fat, 
protein, and lactose, respectively. Milk yield and milk 
fat and protein contents are presented in Figure 1. Pe-

Table 3. Intake and nutrient composition of diets containing different oilseed supplements during the indoor period (wk 10 to 20 of lactation) 
of the first year of experimentation 

Item

Treatment1

SEM

P-value

CTL EL ER FRM WR Treatment
Lactation  

week
Treatment  

× week

Ingredient intake (kg of DM/d)        
 Forage 14.3a 13.1b 13.9ab 13.2b 14.1a 0.34 0.05 0.24 0.35
 Concentrate 6.0 5.7 5.7 5.7 6.0 0.16 0.37 0.51 0.63
 Total DM 20.2 18.7 19.6 19.2 20.1 0.48 0.08 0.38 0.41
 Fat 0.84d 1.24bc 1.18c 1.30ab 1.37a 0.035 <0.001 0.76 0.97
 Fat from oilseed supplement 0.00d 0.60b 0.53c 0.71a 0.66a 0.018 <0.001 0.28 0.81
 Energy (MJ of net energy/d) 129.6 121.1 125.2 126.9 128.8 3.05 0.21 0.36 0.47
 PDI2 (g/d) 1,865ab 1,860ab 1,903a 1,734b 1,955a 49.9 0.03 0.44 0.60
Nutrient content (% of DM)        
 CP 17.9e 20.9b 20.6d 20.8c 21.4a 0.03 <0.001 0.33 0.22
 NDF 38.3d 41.4b 41.7a 39.5c 41.4b 0.08 <0.001 0.21 0.56
 ADF 24.6d 26.4b 26.6b 25.8c 27.2a 0.05 <0.001 0.34 0.58
 Starch 13.7a 4.5c 4.6c 4.8b 2.0d 0.05 <0.001 0.82 0.48
 NFC3 32.0a 22.7d 23.1c 24.6b 21.8e 0.04 <0.001 0.73 0.12
 Fat 4.1e 6.5c 6.2d 7.0a 6.7b 0.03 <0.001 0.37 0.17
 Fat from oilseed supplement 0.0d 3.2b 2.8c 3.8a 3.2b 0.03 <0.001 0.20 0.29
a–eMeans within a row with different superscript letters differ at P < 0.05.
1Cows were fed grass silage and hay-based diet with no oilseed supplement (CTL, n = 12), extruded linseed (EL, n = 12), extruded rapeseed 
(ER, n = 12), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM, n = 10), or whole unprocessed rapeseed (WR, n = 12).
2True protein truly digestible in the small intestine (INRA, 2007a).
3NFC = OM − CP − NDF − fat.
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riod (indoor vs. outdoor) had effects on milk yield and 
composition (P < 0.001; data not shown), which were 
more variable during the outdoor period than during 
the indoor period (Table 4, Figure 1).

During the first year (indoor and outdoor periods), 
milk yield was generally not affected by treatment 
(Table 4; P > 0.20), except during calendar wk 28, 32, 
and 33 of the outdoor period (Figure 1), when milk 
yield tended to be lower for WR than for EL, ER, and 
FRM (−2.8 kg/d; P < 0.10). Milk fat content was not 
affected by treatment during the indoor period (Table 
4; P = 0.60), whereas it was greater for WR starting 2 
wk after pasture turnout (Figure 1B, P < 0.01); milk 
fat yield was not modified by treatment (P > 0.20).

All of the oilseed treatments resulted in decreased 
milk protein content during the indoor period (Table 4; 
P < 0.001). This effect was greater during the indoor 
period and persisted during the outdoor period for 
FRM (compared with CTL: −0.29 and −0.19 g/100 g 
during indoor and outdoor periods, respectively). How-
ever, FRM did not affect milk protein content at the 
end of the outdoor period (calendar wk 33–36, Figure 
1C; P > 0.20).

Treatment had no effect on milk lactose content 
(Table 4; P > 0.15) except during the last 3 wk of 
the outdoor period (calendar wk 34–36) when FRM 
increased milk lactose content compared with that of 
CTL, ER, and WR (P < 0.05). In general, milk protein 
and lactose yields were not modified by the treatments 
(Table 4; P > 0.15), except for 3 wk during the out-
door period (calendar wk 28, 32, and 33) when the 
milk protein and lactose yields were lower for WR than 
for EL, ER, and FRM (−87 and −143 g/d on average, 
respectively; P < 0.10).

Overall, milk urea content was higher during the out-
door than the indoor period (+0.04 g/L; P < 0.001). 
During the indoor period, milk urea content was lower 
for CTL than for oilseed treatments and was higher 
for WR than for EL (Table 4; P < 0.001). During the 
outdoor period, milk urea content was the highest for 
ER and WR (P < 0.01).

In general, treatment did not affect BW, BCS, BW 
change, or BCS change (Table 4; P > 0.15). Calculated 
energy balance tended to be greater for WR than for 
EL and ER (Table 4; P = 0.07), and the calculated 
PDI balance was lower for CTL and FRM than for EL, 
ER, and WR (P < 0.001); the calculated energy and 
PDI balances were always positive during the period 
studied. After culling the 2 cows from FRM for health 
problems during the first year of experimentation, milk 
SCC (Table 4); the number of cases of mastitis, metri-
tis, ketosis, or lameness; and the number of cows with 
at least one mastitis or lameness did not differ between 
treatments (P > 0.50; data not shown).

During the indoor period, plasma BHBA concentra-
tion was higher for FRM than for CTL, ER, and WR 
(Table 4; P = 0.03). During the outdoor period, plasma 
NEFA concentration was higher for FRM than for 
CTL, EL, and WR (P = 0.04), and plasma insulin con-
centration tended to be lower for WR compared with 
other treatments (P = 0.07). Treatments did not affect 
plasma glucose or acetate concentrations (P > 0.10).

Second Year of Experimentation

During the indoor period, the oil content in the diet 
was greater than the target level for all of the oilseed 
treatments (3.4, 3.5, 3.5, and 5.0% additional oil in 
the diet DM for EL, ER, FRM, and WR, respectively, 
Table 5). This was due to an underestimation of the 
fat content of oilseeds (especially for WR), which was 
linked to unexpected variations between the prelimi-
nary chemical analyses at the beginning of the trial 
and the final analyses for all of the batches of each 
feedstuff. Forage and concentrate intakes, and NDF, 
ADF, starch, NFC, and fat contents in the diets varied 
according to the treatment (Table 5; P < 0.001).

During the first 44 wk of lactation, the total average 
production across the 5 treatment groups was 8,146 
kg of milk per cow, containing 3.64, 3.00, and 4.83% 
fat, protein, and lactose, respectively. Performance 
during the second year of experimentation was studied 
as the individual difference relative to the first year 
(see the Materials and Methods section). Within-cow 
differences between the first and the second outdoor 
periods did not change according to the treatment for 
milk yield and composition or BW and BCS (Table 6; 
P > 0.08), except for milk protein content (P = 0.04), 
which increased in the second outdoor period for ER, or 
remained stable for FRM and WR compared with EL, 
which decreased.

In contrast, differences between the first and second 
indoor periods changed among treatments for all vari-
ables except milk lactose content, BCS, BW change, 
and BCS change (Table 6; P > 0.10). Between the 
first and second indoor periods, total DMI increase 
was greater for ER, FRM, and WR than for EL (P 
< 0.001). The milk yield increase was greater for ER 
and FRM than for CTL and WR (P = 0.02). Milk fat 
content decreased (P < 0.01) for EL, ER, and CTL in 
contrast to the slight numerical increase observed for 
FRM, whereas milk fat yield increased (P = 0.01) by 
268 g/d for FRM in contrast to the numerical increase 
(<70 g/d) for other treatments. Milk protein content 
decreased (P = 0.04) between the first and second in-
door periods for EL, whereas a numerical increase or no 
change was recorded for ER, FRM, and WR. The milk 
protein yield increase was greater for ER and FRM 
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(>160 g/d) than for other treatments (<60 g/d; P < 
0.001). Milk lactose yield increase from first to second 
indoor periods was greater for ER and FRM than for 
CTL and WR (P = 0.01).

Between the first and second indoor periods, the BW 
increase was more important for ER and FRM than 
for CTL and EL (P = 0.05). The calculated energy 
balance increased more for WR than for CTL, EL, and 

Figure 1. Milk yield (A), milk fat (B), and milk protein contents (C) during the first year of experimentation. Cows were fed no oilseed 
supplement (control, ——; n = 12), or 2.5 to 3.8% of oil in diet DM from extruded linseed (······; n = 12), extruded rapeseed (------; n = 12), 
cold-pressed fat-rich rapeseed meal (— — —; n = 10), or whole unprocessed rapeseed (— · · —; n = 12). Basal diets were composed of grass 
silage and hay during indoor period, and grazed pasture during outdoor period (x axis in boldface). The curves were obtained from data averaged 
either by lactation weeks (series 1, left side of panels, indoor period) or by calendar weeks (series 2, right side panels, end of indoor period and 

P < 0.001 for week effect in all statistical models, 
P < 0.05 for diet effect for panels B series 2, C series 1, and C series 2, P < 0.05 for diet × week effect for panels A series 1, B series 2, C series 
1, and C series 2. The + symbol indicates a significant diet effect in the considered week.
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Table 4. Milk yield and composition, BW, BCS, energy and protein balances, and plasma metabolite and insulin concentrations for cows fed different oilseed supplements during 
the indoor and outdoor periods of the first year of experimentation 

Item

Indoor period1 Outdoor period2

Treatment (Trt)3

SEM

P-value Treatment3

SEM

P-value

CTL EL ER FRM WR Trt Wk
Trt ×  
Wk CTL EL ER FRM WR Trt Wk

Trt ×  
Wk

Milk yield (kg/d) 27.8 27.3 28.1 28.4 26.8 0.69 0.48 <0.001 0.39  21.6 22.6 22.4 23.2 21.0 0.78 0.24 <0.001 0.04
Milk fat                    
 Content (%) 3.58 3.68 3.51 3.54 3.64 0.090 0.60 <0.001 0.10  3.40b 3.62b 3.58b 3.40b 3.93a 0.113 <0.01 <0.001 0.02
 Yield (g/d) 983 982 974 996 961 34.2 0.96 <0.001 0.20  725 805 802 783 809 35.4 0.33 <0.001 0.36
Milk protein                    
 Content (%) 2.99a 2.86b 2.81b 2.70c 2.87b 0.036 <0.001 <0.001 0.04  3.19a 3.20a 3.15a 3.00b 3.14a 0.050 0.04 <0.001 0.04
 Yield (g/d) 819 771 774 756 759 22.7 0.23 <0.001 0.05  678 716 695 685 647 22.4 0.21 <0.001 <0.01
Milk lactose                    
 Content (%) 4.86 4.88 4.86 4.91 4.82 0.038 0.38 <0.001 0.79  4.77 4.82 4.77 4.85 4.72 0.049 0.20 <0.001 0.01
 Yield (g/d) 1,353 1,332 1,361 1,381 1,293 35.4 0.40 <0.001 0.55  1,035 1,090 1,070 1,114 994 40.0 0.19 <0.001 0.02
Milk SCC (1,000/mL) 557 711 228 227 346 201 0.44 0.15 0.50  319 889 262 279 360 470 0.60 <0.001 0.78
Milk urea4 (g/L) 0.18c 0.26b 0.28ab 0.20c 0.31a 0.012 <0.001 <0.001 0.03  0.26b 0.27b 0.32a 0.24b 0.32a 0.019 <0.01   
BW5 (kg) 629 621 617 603 618 7.7 0.19 0.83 0.47  587 584 577 562 575 9.7 0.39 <0.001 0.42
BW6 change (kg) 11 1 1 −1 −3 5.6 0.34    22 37 25 31 31 8.9 0.70   
BCS (0–5)7 1.9 1.7 1.5 1.6 1.4 0.17 0.19 0.48 0.34  1.9 1.8 1.6 1.8 1.5 0.17 0.25 0.009 0.03
BCS change6 0.0 0.0 0.0 0.3 0.1 0.14 0.43    −0.1 0.0 0.2 0.1 0.2 0.13 0.17   
Balance8                    
 Energy  
 (MJ of net energy/d)

6.5 4.2 2.7 5.7 10.7 2.18 0.07 <0.001 0.32           

 PDI9 (g/d) 156b 267a 274a 149b 335a 29.7 <0.001 <0.001 0.67           
Plasma concentrations10                   
 NEFA (μM) 197 206 221 173 173 22.5 0.33 <0.001 0.45  107b 119b 135ab 150a 116b 11.0 0.04 <0.001 0.14
 BHBA (μM) 512b 602ab 554b 643a 563b 33.9 0.03 <0.01 0.10  806 812 831 821 777 66.6 0.98 0.30 <0.001
 Acetate (μM) 561 533 568 598 548 29.2 0.57 0.28 0.57  650 635 561 532 559 43.4 0.16 0.08 <0.01
 Glucose (mg/dL) 66 66 66 66 65 0.9 0.83 <0.001 0.70  66 69 66 67 66 1.0 0.13 0.10 0.33
 Insulin (μIU/mL) 15 16 17 16 17 1.1 0.79 <0.001 0.32  21 20 20 20 17 1.0 0.07 <0.001 0.54
a–cMeans within a row with different superscript letters differ at P < 0.05.
1Week 10 to 20 of lactation, grass silage and hay-based diet.
2Calendar wk 19 to 36, pasture-based diet.
3Cows fed no oilseed supplement (CTL, n = 12), or 2.5 to 3.8% of oil in diet DM from extruded linseed (EL, n = 12), extruded rapeseed (ER, n = 12), cold-pressed fat-rich rapeseed 
meal (FRM, n = 10), or whole unprocessed rapeseed (WR, n = 12).
4Measured at wk 10 (±2.4) and 20 (±3.3) of lactation during the indoor period and at calendar wk 36 during the outdoor period.
5Recorded every 2 wk.
6Changes of BW and BCS between wk 10 and 20 of lactation during the indoor period (wk 20 minus wk 10), and between calendar wk 20 and 36 during the outdoor period (wk 
36 minus wk 20).
7Recorded every 4 wk.
8Balance = intake minus requirements for maintenance and production, calculated according to INRA (2007a).
9True protein truly digestible in the small intestine (INRA, 2007a).
10Measured at wk 10 (±2.4) and 20 (±3.3) of lactation during the indoor period and at calendar wk 23 and 36 for the outdoor period.
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FRM, in which only small changes were observed (P 
= 0.01). The calculated PDI balance decreased more 
for EL than for CTL, FRM, and WR (P = 0.02). As 
was observed for the first year of experimentation, the 
number of cases of mastitis, metritis, ketosis, lameness, 
and the number of cows with at least one mastitis or 
lameness case did not differ between treatments (P > 
0.50, data not shown).

DISCUSSION

First Year of Experimentation

The responses of milk yield and composition to the 
different oilseed supplementations were stable after the 
4 wk of transition to the experimental diets during the 
indoor period and after 2 wk following the turnout to 
pasture during outdoor period (Figure 1). Long-term 
stability of these responses to oilseed feeding has been 
previously observed for supplementation of a grass 
silage-based diet with 3.1% oil in the diet DM from 
ground rapeseed (Moss, 2002) or of a corn silage and 
haylage-based diet with 2.5% oil in the diet DM from 
ground linseed (Petit and Côrtes, 2010). In contrast, 
the high short-term (daily or weekly) variability in milk 
yield and composition during the outdoor period could 
be due to pasture management because rotational graz-
ing is known to affect milk yield and composition cycli-
cally (Hoden et al., 1991).

Effects of Oilseed Nature (EL vs. ER). During 
the first year (36 wk of treatment), EL and ER did not 
affect milk yield or milk fat content compared with 
CTL (Table 4). These results are in agreement with 
those of a short-term study (6 wk) involving EL supple-
mentation of a hay-based diet (2.4% oil in the diet DM; 
Egger et al., 2007). Furthermore, a greater level of EL 
incorporation (4.7 to 5.8% of oil in the diet DM) for up 
to 4 wk has been shown to decrease milk yield, milk 
fat content, or both in diets based on corn silage or 
mixture of grass silage and corn silage (Gonthier et al., 
2005; Akraim et al., 2007; Chilliard et al., 2009; Ferlay 
et al., 2010). However, the supplementation of a corn 
silage-based diet with ER (2.0% of oil in the diet DM) 
has been shown to have no effect on milk yield but did 
decrease milk fat content (Bayourthe et al., 2000).

Compared with CTL, EL and ER decreased milk 
protein content during the indoor period (Table 4). 
Previous research has found similar decreases in milk 
protein content for ground linseed or rapeseed supple-
mentation of an alfalfa silage-based diet compared with 
a control without added oilseed (Ward et al., 2002). In 
contrast, supplementation of a hay-based diet (F:C = 
60:40) with EL had no effect on milk protein content 
(Egger et al., 2007), although negative effects of EL 
or ER supplementations on milk protein content have 
been reported in high-forage diets (F:C >50:50) based 
on corn silage or corn and grass silage (40:60) mixtures 
(Bayourthe et al., 2000; Gonthier et al., 2005; Akraim 

Table 5. Intake and nutrient composition of diets containing different oilseed supplements during the indoor period (wk 10 to 16 of lactation) 
of the second year of experimentation 

Item

Treatment1

SEM

P-value

CTL EL ER FRM WR Treatment

Ingredient intake (kg of DM/d)        
 Forage 12.6ab 11.6b 13.4a 13.1a 13.3a 0.38 0.01
 Concentrate 8.3ab 7.8b 9.0a 8.6a 8.8a 0.29 0.05
 Total DM 20.8ab 19.2b 22.3a 22.0a 22.3a 0.63 <0.01
 Fat 0.68c 1.24b 1.34b 1.24b 1.72a 0.048 <0.001
 Fat from oilseed supplement 0.00d 0.66c 0.77b 0.75b 1.11a 0.025 <0.001
 Energy (MJ of net energy/d) 132.0b 128.4b 139.8ab 134.0b 147.6a 4.30 0.03
 PDI2 (g/d) 1,805 1,679 1,870 1,821 1,873 59.4 0.15
Nutrient content of the diets (% of DM)      
 CP 14.2c 13.9d 15.6b 17.2a 15.5b 0.08 <0.001
 NDF 39.2c 39.6c 41.1ab 41.7a 40.6b 0.16 <0.001
 ADF 22.7c 22.4c 23.8b 25.2a 24.1b 0.11 <0.001
 Starch 21.1a 19.8b 15.0c 10.4e 13.1d 0.19 <0.001
 NFC3 36.8e 33.8d 30.4c 28.0a 29.3b 0.17 <0.001
 Fat 3.3d 6.2b 6.1b 5.8c 7.8a 0.04 <0.001
 Fat via oilseed supplement 0.0d 3.4c 3.5b 3.5b 5.0a 0.03 <0.001
a–eMeans within a row with different supercript letters differ at P < 0.05.
1Cows fed grass silage and hay-based diet with no oilseed supplement (CTL, n = 7), extruded linseed (EL, n = 8), extruded rapeseed (ER, n = 
4), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM, n = 8), or whole unprocessed rapeseed (WR, n = 8).
2True protein truly digestible in the small intestine (INRA, 2007a).
3NFC = OM − CP − NDF − fat.
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Table 6. Within-cow differences1 in milk yield and composition, BW, BCS, and energy and PDI balances between the second year and the first year of experimentation for cows 
fed different oilseed supplements during indoor and outdoor periods 

Item

Indoor period2 Outdoor period3

Treatment4

SEM

P-value Treatment4

SEM

P-value

CTL EL ER FRM WR Treatment CTL EL ER FRM WR Treatment

Total DMI (kg/d) 1.6bc* 0.8c* 2.5ab* 3.7a* 3.4a* 0.47 <0.001         
Milk yield (kg/d) 2.5b* 3.7ab* 6.1a* 6.1a* 1.9b* 1.01 0.02  2.9* 2.7* 1.6 2.8* 1.9* 0.85 0.81
Milk fat                
 Content (%) −0.25bc* −0.39c* −0.54c* 0.15a 0.02ab 0.131 <0.01  −0.26* 0.01 0.01 0.15 0.12 0.116 0.13
 Yield (g/d) 9b 23b 28b 268a* 70b 58.0 0.01  19 102* 54 131* 97* 37.1 0.26
Milk protein                
 Content (%) −0.06ab −0.16b* 0.10a 0.01a 0.02a 0.056 0.04  −0.03ab −0.11b* 0.08a 0.09a 0.11a* 0.058 0.04
 Yield (g/d) 50b* 57b* 199a* 164a* 57b* 25.0 <0.001  74* 66* 63* 106* 84* 25.1 0.75
Milk lactose                
 Content (%) −0.07 0.07 0.01 0.06 0.00 0.042 0.15  0.02 0.01 −0.07 −0.01 0.00 0.049 0.86
 Yield (g/d) 102b* 208ab* 308a* 318a* 90b* 54.9 0.01  140* 137* 64 140* 93* 45.0 0.77
BW5 (kg) 28b* 29b* 62a* 55a* 51ab* 8.5 0.05  22* 25* 44* 61* 32* 11.1 0.09
BW change6 (kg) −1 −3 −4 −7 2 8.5 0.95  6 10 24 14 −1 12.0 0.75
BCS (0–5)7 −0.5* −0.2 −0.4 −0.2 −0.3 0.16 0.81  −0.3 −0.4 −0.2 −0.4 −0.1 0.22 0.89
BCS change6 −0.2 −0.2 0.2 −0.3 0.1 0.16 0.31  0.1 −0.2 0.5* 0.1 0.1 0.14 0.08
Balances8                
 Energy  
 (MJ of net energy/d)

2.6b 0.1b 6.2ab −6.8b 15.7a* 4.33 0.01         

 PDI9 (g/d) −68a −278b* −242ab* −66a −91a 60.4 0.02         
a–cMeans within a row with different superscript letters differ at P < 0.05.
1Year 2 minus year 1.
2Week 10 to 16 of lactation, grass silage and hay-based diet.
3Calendar wk 30 to 36, pasture-based diet.
4Cows fed no oilseed supplement (CTL, n = 7), or 2.5 to 5.0% of oil in diet DM from extruded linseed (EL, n = 8), extruded rapeseed (ER, n = 4), cold-pressed fat-rich rapeseed 
meal (FRM, n = 8), or whole unprocessed rapeseed (WR, n = 8).
5Measured every 2 wk.
6Inter-year difference of BW change and BCS change, measured between wk 10 and 16 of lactation (indoor period) and between calendar wk 30 and 36 (outdoor period).
7Recorded every 4 wk.
8Balance = intake minus requirements for maintenance and production, calculated according to INRA (2007a).
9True protein truly digestible in the small intestine (INRA, 2007a).
*Mean different from 0 at P < 0.05.
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et al., 2007; Ferlay et al., 2010). The physiological 
mechanisms responsible for the reduction in milk pro-
tein content during lipid supplementation are not fully 
understood, but they could result from a dilution ef-
fect because lipid supplementation often increases milk 
production without changing protein yield (Chilliard 
and Ferlay, 2004; Schroeder et al., 2004). In the present 
study, milk and protein yields were not changed by EL 
or ER.

During the indoor period, treatment effects on DMI 
were dependent on the nature of oilseed because EL, 
but not ER, decreased forage intake and tended to 
decrease DMI. However, neither EL nor ER affected 
energy intake or milk yield (Tables 3 and 4). Collomb 
et al. (2004) found that cows receiving hay-based diets 
supplemented with 2.0% oil in the diet DM from ground 
linseed had lower DMI than cows receiving 2.5% oil in 
the diet DM from ground rapeseed. Furthermore, EL 
supplementation (5.7% oil in the diet DM) of a corn 
silage-based diet (Chilliard et al., 2009) has been shown 
to decrease DMI, whereas ER supplementation (2.0% 
oil in the diet DM) did not decrease DMI (Bayourthe 
et al., 2000). However, no effect of EL supplementa-
tion on forage intake or DMI was observed with a diet 
based on a grass silage and corn silage (60:40) mixture 
(4.7% oil in the diet DM; Gonthier et al., 2005) or with 
a hay-based diet (2.4% oil in the diet DM; Egger et 
al., 2007). The trend for EL to decrease DMI in this 
and several other studies is probably not due to lower 
diet digestibility because digestibility was not changed 
by EL in other studies (Gonthier et al., 2004; Doreau 
et al., 2009), and changes of BW and BCS did not 
differ among CTL, EL, and ER (Table 4). This trend 
could be due to postabsorptive effects of PUFA from 
EL, as suggested by decreases in DMI of cows receiving 
postruminal infusions of PUFA-rich oils (Shingfield et 
al., 2010). The physiological mechanisms responsible 
for the decrease in DMI mediated by circulating PUFA 
are not fully understood but could be related to secre-
tion of hypophagic gut peptides, modulation of liver FA 
oxidation, or changes in neural stimulation of satiety 
centers (Allen et al., 2009). In our experiment, despite 
a trend for a negative effect on total DMI, EL supple-
mentation had no effect on calculated energy balance, 
changes in BW and BCS, or plasma metabolite and 
insulin concentrations during the indoor period (Table 
4), as has been observed by others during a 28-wk 
supplementation with ground linseed (Petit and Côrtes, 
2010).

Effects of Rapeseed Form (ER vs. FRM vs. 
WR). Overall, WR did not affect milk yield during 
the first year of experimentation compared with CTL, 
ER, and FRM (Table 4). However, milk yield was 
significantly lower during 3 wk of the outdoor period 

(Figure 1A) for WR compared with FRM, leading to 
a numerical decrease in overall production. Similarly, 
supplementation with WR (2.0 to 4.9% oil in the diet 
DM) has been shown to decrease milk yield compared 
with ER, ground rapeseed, and rapeseed oil treatments 
in grass silage- or corn silage-based diets (Murphy et al., 
1990; Bayourthe et al., 2000; Givens et al., 2009). In the 
present study, the calculated energy balance was posi-
tive for cows receiving WR but did not lead to increases 
in BW or BCS (Table 4), suggesting an inefficient use 
of the energy provided by WR. Negative effects of WR 
supplementation on milk yield could be explained by 
lower digestibility of the whole unprocessed rapeseeds 
(Murphy et al., 1990).

Effects of rapeseed supplementation on milk compo-
sition seemed to be dependent on the physical form of 
the seeds because only WR increased milk fat content 
during the outdoor period, without changing milk fat 
yield (Table 4). In contrast, others have observed a 
decrease in milk fat content when grazing cows were 
fed 600 g/d of oil from ground or pelleted rapeseeds, 
without changes in milk fat yield (Lawless et al., 1998; 
Fearon et al., 2004). Therefore, these effects on milk fat 
content seem to be due to a dilution effect.

During the indoor period, rapeseed treatments de-
creased milk protein content without changing protein 
yield (Table 4). Decreases in milk protein content have 
been previously reported for grass silage-based diets 
supplemented with 3.4 or 5.8% oil in the diet DM from 
ground rapeseed (Aldrich et al., 1997; Ward et al., 
2002), whereas supplementation with lower doses (2.6 
or 2.8% oil in the diet DM) from ground rapeseed has 
not affected milk protein content (Murphy et al., 1990, 
1995). During the indoor period, the decrease in milk 
protein content was more pronounced for FRM than for 
ER and WR, and during the outdoor period, only FRM 
significantly decreased milk protein content (Table 4). 
This effect could be partly because the diet content of 
additional fat provided by oilseed was higher for FRM 
than for ER or WR.

During the entire first year of experimentation, ER, 
FRM, and WR did not affect BW change or BCS 
change, plasma acetate, or glucose and insulin concen-
trations (Table 4), which is in agreement with previous 
long-term studies involving grass-based diets supple-
mented with ground rapeseed (Emanuelson et al., 1993; 
Ahlin et al., 1994).

Second Year of Experimentation

The increases in DMI, milk yield, and BW between 
yr 1 and 2 (Table 6) were due, at least in part, to the 
increase in the average parity of the herd. Effects of 
oilseed supplementation on milk yield and composition 
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were identical between the first and second outdoor 
periods, except for milk protein content (Table 6). 
Grazing management and concentrate supplementation 
(4.5 kg/d) and composition (Table 1) within each treat-
ment were very similar for both outdoor periods. The 
repeatability and stability of rapeseed supplementation 
effects during grazing in 2 consecutive lactations are 
in agreement with previous studies involving ground, 
heat-treated rapeseed supplementation to a grass silage-
based diet during 3 consecutive lactations (Emanuelson 
et al., 1993).

However, treatment effects differed between the first 
and the second indoor periods for DMI, milk yield and 
composition, and BW. This could be due in part to the 
higher concentrate proportion in the diet during the 
second indoor period and to differences in concentrate 
composition, which led to an increase in diet NFC and 
starch contents compared with the first indoor period. 
The increase in the diet NFC contents between the 2 
indoor periods ranged between 4.8 and 11.1% of diet 
DM. Additionally, starch accounted for 43% of NFC 
for CTL and <20% for other treatments during the 
first indoor period, whereas it was higher during the 
second indoor period (57, 59, 49, 37, and 45% of NFC 
for CTL, EL, ER, FRM, and WR, respectively; Tables 
3 and 5). Krause and Oetzel (2006) suggested that NFC 
should be limited to 35 to 40% of the diet DM when 
NFC is composed mainly of starch to prevent subacute 
ruminal acidosis and then avoid decreases in DMI and 
milk yield. Additionally, subacute ruminal acidosis is 
promoted when starch is rapidly fermentable (Firkins 
et al., 2001) and when concentrates are fed separately 
from forages (Krause and Oetzel, 2006). Therefore, the 
low DMI observed during the second indoor period for 
CTL and EL could be related to a possible decrease in 
ruminal pH due to NFC intake (35% of the diet DM), 
which was composed mainly of fermentable starch 
(from wheat), and the distribution of concentrates in 2 
meals/d. This could explain why CTL and EL induced 
smaller increases in milk yield and BW between the 
first and second indoor periods compared with ER and 
FRM. The increase in DMI observed for WR did not 
increase milk yield and was associated with a higher 
calculated energy balance compared with that of the 
other treatments. This suggests that energy provided 
by WR was not efficiently used, in agreement with 
results from the first indoor period (see the previous 
section).

Milk fat content and yield increased between the 
first and second indoor periods for FRM but decreased 
(content) or remained unchanged (yield) for CTL, EL, 
and ER. This could be explained in part by a greater 
starch content in diet DM during the second indoor 
period, which was more important for EL and ER than 

for FRM (+15.3, +10.4, and +5.6% of the diet DM, 
respectively, compared with the first indoor period) 
because milk fat depression by oilseed supplementation 
depends on the starch level of the diet (Shingfield et 
al., 2010).

CONCLUSIONS

Results on milk yield and composition showed that 
long-term oilseed supplementation had persistent effects 
on cow performance within indoor and outdoor periods 
of the first year of experimentation and had repeatable 
effects between the 2 outdoor periods. Long-term effects 
observed over 2 consecutive lactations in this experi-
ment were similar to those observed during short-term 
(1 to 3 mo) studies. Treatment effects depended on 
oilseed nature (rapeseed or linseed) and form (extruded 
seeds, cold-pressed fat-rich meal, or whole unprocessed 
seeds), and important interactions were observed be-
tween basal diet (preserved grass vs. pasture; starch 
content in the diet) and oilseed supplementation. Thus, 
during the first year of experimentation, WR increased 
milk fat content only during the outdoor period, and 
EL, ER, and WR decreased milk protein content only 
during the indoor period. Overall, substitution of fer-
mentable carbohydrates with fat from linseed or rape-
seed in grass-based diets did not improve dairy cow 
performance. Moreover, the depression of milk protein 
content induced by FRM and, to a lesser extent, by EL, 
ER, and WR may affect milk prices and transformation 
yield. The interest in these supplementation strategies 
mainly results from their eventual availability in local 
markets and from the potential benefits associated with 
the putative positive modification of milk FA composi-
tion in a scenario of milk pricing systems that include 
FA composition.
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Les suppléments oléagineux étudiés ont eu des effets sur les performances 

zootechniques qui ont persisté au cours de la première période hivernale et de la première 

période estivale et, qui ont été répétables d’une année sur l’autre lors des périodes estivales. 

Ces effets à long terme, observés au cours de 2 lactations consécutives, sont similaires à ceux 

observés lors d’études de 1 à 3 mois. Les effets des suppléments ont été dépendants de la 

nature des graines oléagineuses (colza ou lin), ainsi que de la forme des graines de colza 

(extrudées, tourteaux gras ou entières) et d’importantes interactions ont été observées entre le 

régime de base (herbe conservée ou pâturée, niveau d’amidon) et les supplémentations. Ainsi, 

pendant la première période hivernale seul le régime « graines de lin extrudées » limite 

l’ingestion. Lors de la première période estivale, seul le traitement « graines de colza 

entières » a augmenté le TB. Enfin, si l’ensemble des traitements oléagineux ont diminué le 

TP lors de la première période hivernale, cette diminution était plus importante dans le cas du 

traitement « tourteaux de colza gras », qui a également diminué le TP au cours de la première 

période estivale. En outre, d’importantes interactions entre les effets des traitements et de 

l’année ont été observées entre les 2 périodes hivernales. Ces interactions sont 

vraisemblablement dues aux variations de la teneur en amidon des régimes qui ont été 

introduites pour tenir compte de la modification de la valeur nutritionnelle des fourrages subie 

entre la première et la deuxième période hivernale. 

D’une manière générale, nous pouvons conclure que la substitution de glucides 

fermentescibles au profit de lipides provenant de graines de lin ou du colza modifie peu les 

performances productives des vaches laitières. Toutefois, les diminutions de TP observées, 

notamment lors de l’apport de tourteau gras de colza, pourraient avoir des répercussions 

négatives sur le prix de vente du lait. Ainsi, l’intérêt pour l’éleveur de ces stratégies peut 

dépendre conjointement de la disponibilité à bas coûts de tels produits oléagineux et de 

l’éventuel gain associé aux modifications potentielles de la composition en AG du lait, dans le 

cas d’un scénario futur où le système de paiement du lait inclurait la composition en AG. Les 

modifications de la composition en AG du lait associées aux traitements étudiés sont l’objet 

du second article de cette thèse. 
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ABSTRACT 
Persistency of changes in milk fatty acid 

(FA) composition to 4 different oilseed 
supplements rich in cis-9 18:1 or 18:3n-3 was 
determined over 2 consecutive lactations, in 
58 and 35 Holstein cows during the first and 
second years, respectively. During the initial 
5 weeks of the study, all experimental cows 
were fed the same diet. Thereafter, cows 
received one of 5 treatments for 2 
consecutive lactations, including the 
prepartum period. Treatments comprised the 
basal diet with no additional lipid, or 
supplements of extruded linseeds (EL), 
extruded rapeseeds (ER), cold-pressed fat-
rich rapeseed meal (FRM), or whole 
unprocessed rapeseeds (WR). Oilseeds were 
offered to provide between 2.5 to 3.0% of 
additional oil in diet dry matter. During 
indoor periods, cows received a mixture (3:1, 
w/w) of grass silage and grass hay, while 
cows were at pasture during outdoor periods. 
Over the entire study, oilseed supplements 
decreased the concentration of milk FA 
synthesized de novo and increased 18:0 and 
cis-9 18:1 content, with a ranking of 
treatment responses (highest to lowest) of 

FRM, EL, ER, and WR. Irrespective of 
period, both EL and FRM increased total 
milk trans FA content, whereas WR resulted 
in lower concentrations in milk from grazing 
cows. Relative to rapeseed, EL resulted in 
higher increases in milk cis-12, cis-15, trans-
12 to 16 18:1, nonconjugated trans 18:2 
(especially ∆11,15), and 18:3n-3. In contrast, 
rapeseed supplements resulted in a greater 
enrichment of cis-11 18:1, trans-4 to 9 18:1, 
and cis 20:1 than EL. Changes in milk FA 
composition to oilseeds were of greater 
magnitude during indoor than outdoor 
periods, where oilseed supplements often 
decreased cis-9,trans-11 conjugated linoleic 
acid content. During the second indoor 
period, both EL and ER resulted in higher 
total trans FA (especially trans-10 18:1) 
content than during the first indoor period, 
consistent with an interaction between 
dietary starch content and oilseed 
supplement. Overall, the extent of changes in 
milk FA composition were related to the 
source (rapeseed or linseed) and form of 
oilseed (extruded, cold-pressed fat-rich meal 
or whole unprocessed), and their interactions 
with the composition of the basal diet (grass 
silage and hay or pasture; or dietary starch 
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content). Milk FA responses were stable 
within each period and repeatable over both 
outdoor feeding periods, with extent of 
changes being comparable to reports from 
relatively short-term (1 to 3 months) studies. 

 
Key words: bovine milk fatty acid, 
processed rapeseed, extruded linseed, long-
term effects 

 
INTRODUCTION 

 
Dietary oilseed supplements decrease the 

concentration of 4- to 16-carbon saturated 
fatty acids (SFA), increase 18:0, cis-9 18:1, 
cis-9,trans-11 conjugated linoleic acid 
(CLA), and may also enrich the 18:3n-3 
content of bovine milk (Chilliard et al., 2007, 
Glasser et al., 2008a). Such effects can be 
considered as an improvement of the 
nutritional quality of milk, based on evidence 
from clinical and biomedical studies 
indicating that excessive consumption of 
12:0, 14:0, and 16:0 fatty acids (FA) is 
associated with increased cardiovascular 
disease risk, whereas 18:0 is considered 
neutral, and cis-9 18:1 and 18:3n-3 lower the 
incidence of chronic diseases in humans 
(Shingfield et al., 2008). However, dietary 
oilseed supplements generally increase the 
concentration of trans FA in bovine milk 
(Glasser et al., 2008a), which may have 
adverse effects on human health (Shingfield 
et al., 2008). There is limited evidence to 
confirm putative adverse or neutral effects of 
trans 18:1 isomers from ruminant products 
relative to partially hydrogenated vegetable 
oils (Brouwer et al., 2010). Nevertheless, cis-
9,trans-11 CLA exhibits potent anti-
inflammatory and anti-carcinogenic 
activities, and reported to improve 
biomarkers of cardiovascular health in 
animal models or studies with human cell 
lines (Shingfield et al., 2008). The effects of 
dietary oilseed supplements on bovine milk 
FA composition have been studied 
extensively in relatively short-term (one to 
three months) experiments. Such studies 
have established that changes in milk FA 

composition vary according to the source and 
form of oilseed supplement, as well as the 
composition of the basal diet (Chilliard et al., 
2007, Glasser et al., 2008a). Among the 
different oilseeds used in dairy cow diets, 
linseeds enhance milk 18:3n-3 concentration, 
whereas the increases in trans 18:1 to 
rapeseeds are lower compared with other 
oilseeds rich in polyunsaturated FA (PUFA) 
(Glasser et al, 2008a). Even though several 
studies have characterized milk FA responses 
to dietary supplements of extruded linseeds 
(EL) or ground rapeseeds (Chilliard et al., 
2007), there are fewer reports examining the 
effects of extruded rapeseeds (ER) 
(Bayourthe et al., 2000, Neves et al., 2009) or 
cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM) 
(Mihhejev et al., 2007, Hristov et al., 2011). 
Furthermore, direct comparisons between 
rapeseed and linseed supplements, including 
a detailed description of changes in trans and 
cis isomers of unsaturated FA in cows fed 
grass-based diets are limited. 

In order to develop production systems for 
the production of milk with altered FA 
composition, prior knowledge on the impact 
of dietary oilseed supplements on milk FA 
responses over an extended period is 
required. Relatively few experiments have 
reported the changes in milk FA to long-term 
dietary oilseed supplementation. Milk FA 
composition responses to ground or pelleted 
rapeseeds providing 2 to 4% additional oil of 
diet DM were considered to be stable and 
persistent in cows fed grass-based diets 
during 20 to 36 weeks of lactation (Murphy 
et al., 1995, Moss, 2002, Fearon et al., 2004). 
However, conclusions on the changes in milk 
FA were based on milk iodine value (Fearon 
et al., 2004), or from the analysis of 
relatively few FA (Murphy et al., 1995, 
Moss, 2002) using gas-chromatography (GC) 
techniques that do not allow specific trans 
and cis isomers to be resolved. 

The objective of this study was to 
characterize milk FA composition responses 
to different sources of dietary oilseed 
supplements (extruded linseeds or extruded 
rapeseeds) or form of rapeseed supplements 
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(extruded seeds, cold-pressed fat-rich meal or 
whole unprocessed seeds) in cows fed grass-
based diets over 2 consecutive lactations. 
Furthermore, milk FA composition was 
determined using complimentary GC and 
Gas Chromatography-Mass Spectrometry 
(GC-MS) allowing changes in the 
occurrence of minor FA to be characterized. 

 
MATERIALS AND METHODS 

 
Animals and Diets 

Details of the design of the experiment 
have been reported previously (Lerch et al., 
2012). In brief, the study was carried out on 
the experimental farm of Orcival from the 
“Institut National de la Recherche 
Agronomique” (INRA), located in a 
mountainous (1000 m above sea level) region 
of Auvergne (Puy-de-Dôme, France). The 
experiment was conducted over 2 
consecutive lactations. For each lactation, 
cows were housed indoors over-winter and 
fed diets based on a mixture of grass silage 
and grass hay, or maintained outdoors on 
summer pasture during the second half of 
lactation. 

Experiment Year 1. Fifty-eight Holstein 
cows were used. During the indoor period, 
cows were fed a mixture (3:1 on a DM basis) 
of conserved forages comprised grass silage 
and grass hay (Dactilys glomerata). For the 
outdoor period, cows were gradually turned 
out to pasture during one week, and then 
grazed for 20 h/d from May 5th 2008 until 
October 27th 2008. 

From calving until the end of the 5th week 
of lactation, all cows received a basal diet 
containing no oilseed supplements. 
Thereafter, cows were allocated to one of 5 
groups according to calving date, parity, milk 
yield, and milk fat and protein content. 
Experimental concentrates were gradually 
introduced into the diet over a period of 4 
weeks from the 6th week of lactation. A 
control concentrate contained pelleted wheat 
and solvent-extracted rapeseed meal (control, 
CTL), which was substituted for, in part, 
with extruded linseeds (EL; extruded blend 

(70:30, w/w) of linseeds and wheat; INZO°, 
Argentan, France), extruded rapeseeds (ER: 
extruded blend (59:29:12, w/w) of rapeseeds, 
wheat, and wheat bran; INZO°), cold-pressed 
fat-rich rapeseed meal (FRM: a by-product 
of cold pressure oil extraction; Dock Moulin 
S.A., Marneffe, Belgium) or unprocessed 
whole rapeseeds (WR; INZO°). From the 6th 
week of lactation until the end of the indoor 
period, the amount of concentrate offered 
was adjusted weekly to maintain a 70:30 
forage to concentrate ratio (on a DM basis). 
At pasture, each cow received 4.5 kg DM of 
experimental concentrate/d. During the dry 
period, cows received 4.5 kg DM of 
experimental concentrate of the same 
composition as fed during the outdoor 
grazing period. 

Experiment Year 2. Thirty-five cows 
continued in the trial for the second year. 
Cows were housed indoors and fed a mixture 
(80:20; on a DM basis) of grass silage and 
grass hay (Dactilys glomerata) from the 
October 27th 2008 until May 4th 2009. 
Thereafter, cows were turned out to pasture 
(142 ± 35 DIM) over an one-week transition 
period until November 3rd 2009. 

After calving, the amount of concentrate 
offered was progressively increased during 
the first 5 weeks. From the 6th week of 
lactation until the end of the second indoor 
period, the amount of concentrate offered 
was adjusted weekly to maintain a 60:40 (on 
a DM basis) forage to concentrate ratio. At 
pasture each cow received 4.5 kg DM of 
experimental concentrates. 

Throughout the entire experimentation, 
the amounts of oilseed supplements were 
included in the diet to supply 3.0 and 2.5% of 
oil in diet DM during the indoor and outdoor 
periods, respectively. During indoor periods, 
forages were mixed daily and offered at 1000 
in amounts resulting in 10% refusals. 
Concentrates were prepared daily and offered 
in equal amounts at 1000 and 1730 during 
indoor periods, and at 0700 and 1530 during 
outdoor periods. Cows were milked at 0630 
and 1600 in a milking parlor. During indoor 
periods, cows were maintained in a free-stall 
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barn. Chemical composition of concentrate 
mixtures fed throughout the experiment are 
reported elsewhere (Lerch et al., 2012). 

 
Sampling, Measurements, and Chemical 
Analyses 

Feeds. Individual forage and concentrate 
intakes were measured, during the last week 
of the pre-experimental period (5th week of 
lactation of the first year), twice during the 
first indoor period (72 ± 17.0 and 141 ± 23.1 
DIM), and twice during the second indoor 
period (84 ± 13.3 and 129 ± 35.0 DIM) as 
described elsewhere (Lerch et al., 2012). On 
the same dates during the pre-experimental 
and 2 indoor periods, twice during the first 
outdoor period (197 ± 23.1 and 288 ± 23.1 
DIM) and 3 times during the second outdoor 
period (171 ± 35.0, 199 ± 35.0 and 262 ± 
35.0 DIM), representative samples of forages 
and concentrates were collected (9 samples 
per feedstuff), stored at -20°C, lyophilized 
(Thermovac TM-20, Froilabo, Ozoir-La-
Ferrière, France), and analyzed for NDF, 
ADF, starch (for pelleted wheat, EL, and ER 
only) and ether extract (Lerch et al., 2012), 
and for the determination of FA composition. 

Milk. During the same weeks when 
samples of feeds were collected, one sub-
sample of unpreserved milk (60 mL) was 
collected at morning milking. After storage 
for 28 h at 4°C, milk FFA content was 
determined (Galilait, Theix, France) using 
the copper soap method (Jellema et al., 
1991). At the same time, as well as for one 
additional week during the first outdoor 
period (232 ± 23.1 DMI), daily milk yield 
was recorded for each cow and sub-samples 
of milk (30 mL) were collected over 4 
consecutive milkings, preserved with 
bronopol B-2 (Trillaud Surgères, France), 
stored at 4°C, and analyzed for fat content 
(Galilait, Theix, France) by mid infrared 
spectrometry (AOAC, 1997; Milkoscan 
4000; Foss Electric; Hillerod, Denmark). 
Additional samples of unpreserved milk (3 
mL) were collected over 2 consecutive 
milkings, stored at -20°C, lyophilized 
(Thermovac TM-20, Froilabo, Ozoir-La-

Ferrière, France), and submitted for the 
determination of FA composition. 

Lipid Analysis. Fatty acid methyl esters 
(FAME) were prepared from samples of 
ground lyophilized feeds using a one step 
extraction and methylation procedure. The 
FAME recovered were analyzed by GC using 
a Trace-GC 2000 Series gas chromatograph 
equipped with a flame ionization detector 
(Thermo Finnigan, Les Ulis, France) and 
100-m fused silica capillary column (i.d. 0.25 
mm) coated with a 0.2-μm film of 
cyanopropyl polysiloxane (CP-Sil 88, 
Chrompack, Middelburg, The Netherlands) 
and temperature gradient (Loor et al., 2004). 

Lyophilized morning and evening milks 
were pooled (60 mg and 40 mg of morning 
and evening samples, respectively) to 
provide a daily composite sample for each 
cow. Methyl esters in 100-mg samples of 
lyophilized milk were methylated directly 
(Ferlay et al., 2010), with the exception that 
FAME were prepared using 2 mL of 0.5 M 
sodium methoxide in anhydrous methanol 
plus 1 mL of hexane at 50°C for 15 min, 
which after cooling, was followed by the 
addition of 1 mL methanol/HCl (95:5 v/v) 
and further incubation at 50°C for 15 min. 
Methyl esters were recovered in 1.5 mL of 
hexane, washed with 3 mL of aqueous (6% 
w/w) K2CO3, and analyzed by GC. Total 
profile of FAME in a 0.6-µL sample at a split 
ratio of 1:50 was determined using the same 
chromatograph equipped with the same 
column used for feed FA analysis. The 
injector temperature was maintained at 
250°C and the detector temperature at 255°C. 
Methyl esters were separated using a gradient 
program (initial oven temperature of 70°C 
held for 1 min, increased to 100°C at a rate 
of 5°C/min, maintained for 2 min, increased 
to 175°C at a rate of 10°C/min, held for 42 
min, and then increased by 5°C/min to a final 
temperature of 225°C that was maintained 
for 22 min). Hydrogen was used as the 
carrier and fuel gas, while injector pressure 
was held constant at 158.6 kPa. Peaks were 
routinely identified by retention time 
comparisons with commercial authentic 



Long-term oilseed supplements and milk fatty acids 

78 

 

Table 1. Chemical composition of forages and concentrates 

Item 

% of DM g/100 g of total fatty acids 

NDF Starch 
Ether 

extract 16:0 18:0 
cis-9 
18:1 

cis-11 
18:1 

18:2 
n-6 

18:3 
n-3 20:0

cis-9 
20:1 

Year 1 indoor period1            
 Grass silage 44.3 ND 4.8 15.6 1.55 3.7 0.44 20.1 46.6 0.71 ND 
 Hay 63.2 ND 1.6 27.4 2.99 4.2 1.08 14.5 31.7 1.80 ND 
 Concentrates2            
  CTL 13.0 46.9 3.8 13.2 2.23 22.5 3.18 49.6 6.1 0.28 0.33 
  EL 23.0 15.0 12.2 6.8 3.45 21.4 1.98 19.4 44.9 0.18 0.06 
  ER 24.6 14.6 11.5 6.4 1.54 48.6 4.51 23.6 11.5 0.46 0.98 
  FRM 18.8 16.3 13.3 6.5 1.52 48.7 5.23 25.0 9.1 0.50 1.06 
  WR 23.53 6.9 13.2 5.8 1.43 52.1 4.75 22.5 9.6 0.48 1.00 
Year 1 outdoor period4            
 June pasture 41.6 ND 3.6 14.2 1.64 2.0 0.35 13.4 61.7 0.43 ND 
 September pasture 43.0 ND 4.3 13.9 1.36 1.1 0.46 12.8 60.7 1.02 ND 
 Concentrates2            
  CTL 13.0 43.7 3.8 12.3 2.08 25.6 4.63 45.4 6.3 0.31 0.36 
  EL 23.0 13.6 12.8 6.8 3.36 22.4 2.44 19.3 43.5 0.19 0.08 
  ER 24.8 15.2 12.1 6.4 1.52 48.4 4.90 23.4 11.4 0.46 0.96 
  FRM 18.7 16.2 13.2 6.4 1.51 49.0 5.27 24.7 9.1 0.50 1.07 
  WR 23.73 6.6 13.3 6.0 1.43 51.3 5.27 22.6 9.4 0.48 0.96 
Year 2 indoor period1            
 Grass silage 57.8 ND 2.6 19.6 1.93 3.3 0.70 21.6 41.0 1.35 ND 
 Hay 56.1 ND 1.8 22.8 2.13 2.2 0.47 12.9 46.6 1.25 ND 
 Concentrates2            
  CTL 12.0 53.9 4.1 14.1 2.52 20.9 2.12 52.5 5.9 0.27 0.31 
  EL 13.8 49.4 11.1 8.3 3.20 19.3 0.85 26.6 40.2 0.16 0.08 
  ER 17.9 36.7 11.3 7.6 1.69 45.1 3.26 27.9 11.7 0.39 0.92 
  FRM 18.2 26.4 10.6 7.8 1.58 44.3 4.60 28.5 10.0 0.42 0.99 
  WR 15.43 32.9 14.7 6.9 1.74 50.2 3.51 25.0 10.0 0.48 0.96 
Year 2 outdoor period4            
 June pasture 49.6 ND 2.0 17.9 1.57 2.6 0.39 13.5 55.9 0.53 ND 
 July pasture 41.8 ND 2.9 16.0 1.24 1.6 0.23 13.4 59.9 0.47 ND 
 September pasture 56.1 ND 3.0 14.4 1.18 1.5 0.37 10.9 65.0 0.47 ND 
 Concentrates2            
  CTL 14.9 44.7 3.9 13.3 2.32 23.3 4.26 48.0 5.9 0.29 0.35 
  EL 24.0 14.6 13.2 6.8 3.16 20.8 2.18 19.2 45.7 0.16 0.06 
  ER 24.3 16.1 12.8 6.6 1.52 48.9 4.23 23.3 12.4 0.41 1.00 
  FRM 18.8 24.5 11.1 7.4 1.53 45.7 4.78 27.1 10.3 0.43 1.03 
  WR 23.63 5.5 17.0 6.1 1.60 53.4 4.48 21.0 10.4 0.51 1.03 
1Cows received diets based on grass silage and grass hay supplemented with experimental concentrates (forage:concentrate ratio 
on a DM basis, 70:30 and 60:40, for years 1 and 2, respectively). 
2Concentrate mixtures contained pelleted wheat and solvent-extracted rapeseed meal (control, CTL), substituted for, in part, with 
an extruded blend of linseeds and wheat (70:30% w/w; EL), extruded blend of rapeseeds, wheat, and wheat bran (59:29:12% 
w/w; ER), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM) or whole unprocessed rapeseeds (WR). Chemical composition of individual 
feed ingredients is reported elsewhere (Lerch et al., 2012). 
3Estimated based on published values (INRA, 2007). 
4Cows offered free access to pasture and 4.5 kg DM/d of experimental concentrates. Year 1: 2007/2008; Year 2: 2008/2009. 
ND: not determined. 
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standards containing a mixture of FAME 
(NCP #463, Nu Check Prep, Elysian, the 
USA; Supelco #37, Supelco, Bellefonte, PA), 
in addition to methyl esters of geometric 
isomers of ∆9,12 18:2 (L8404, Sigma, 
Steinheim, Germany), and positional and 
geometric isomers of CLA (O5632, Sigma). 
Correction factors to account for the carbon 
deficiency in the flame ionization detector 
response for FAME containing 4- to 10-
carbon atoms were estimated with a 
reference butter oil of known composition 
(CRM 164, Commission of the European 
Communities, Community Bureau of 
Reference, Brussels, Belgium). 

Methyl esters not available as commercial 
authentic standards were identified based on 
electron impact ionization spectra of FAME 
and 4,4-dimethyloxazoline (DMOX) 
derivatives obtained by GC-MS. Preparation 
of DMOX derivatives, parameters used for 
GC-MS analysis, and interpretation mass 
spectra were in accordance with earlier 
reports (Halmemies-Beauchet-Filleau et al., 
2011), with the exception that the 
temperature program applied during GC-MS 
analysis was identical to that used for the 
analysis of FAME by GC. 

Sensory Analysis. From the beginning of 
the second outdoor period, milk samples 
collected on May 18th, 25th, 27th, and June 3th 
2009 from each group of cows were 
submitted to a trained 12-member taste panel 
with comparisons between samples being 
made according to standardized triangle tests. 
Milk subjected to sensory analysis was 
collected from the afternoon milking from 
each cow, pooled, and mixed to provide bulk 
composite samples for each treatment group. 
Once composited, 10-L sub-samples were 
cooled and stored overnight at 4°C before 
being transported to the sensorial analysis 
laboratory of Aurillac (France) and analyzed 
using standard procedures (AFNOR, 1983). 
Once delivered, milk samples were heated to 
32°C, with 3 (2 identical, 1 unique) being 
dispensed into plastic glasses and evaluated 
under red light. Each panel member was 
requested to identify the unique samples and 

to describe perceived differences. Four 
comparisons were made (CTL vs. EL, CTL 
vs. ER, CTL vs. FRM and CTL vs. WR) in 
each of the 4 sensorial test dates. Samples 
were allocated to taste panel members in a 
random sequence. For day of testing 12 
answers were recorded. 

 
Calculations and Statistical Analyses 

Individual cow measurements of nutrient 
intake, milk yield, and milk composition 
were analyzed using the Mixed procedure for 
repeated measures of SAS (SAS Institute 
Inc., Cary, NC, 2003). A covariate term was 
calculated as the deviation between each 
individual cow and the mean of its respective 
parity using data recorded during the 5th 
week of lactation of year 1. Data from indoor 
and outdoor periods were analyzed 
separately, and were expressed as continuous 
variables, which was the average of lactation 
week for all the cows at the time of sampling. 
The statistical model for repeated measures 
included covariate, treatment, year, sampling 
date defined as week within year, parity in 
the first year of experimentation within year, 
treatment by year, treatment by sampling 
within year, and parity in the first year by 
sampling within year interactions as fixed 
effects, and cow as a random effect. The 
interaction between parity in the first year 
and sampling within year was not significant, 
and therefore removed from the model. In 
order to test the significance of interactions 
between treatment with indoor or outdoor 
periods, data from the first and second years 
of study were analyzed separately using a 
model for repeated measures that included 
covariate, treatment, period (indoor vs. 
outdoor), sampling within period, parity in 
the first year of experimentation, treatment 
by period, treatment by sampling within 
period and parity in the first year by 
sampling within period interactions as the 
fixed effects, and cow as a random effect. In 
all cases a spatial power covariance structure 
was used. Least square means are reported 
with pooled SEM derived from the model 
within period (indoor and outdoor). For milk 
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FFA, in order to comply with the 
assumptions of normality and 
homoscedasticity of residuals, logarithmic 
transformation was used. Least squares 
means and SEM were estimated from 
untransformed values, whereas P-values for 
treatment comparisons are based on the 
statistical analysis of transformed data.  

Relationships between individual FA 
composition measurements for all 465 
samples collected for the entire experiment 
were analyzed using principal component 
analysis performed with Statistica version 6.1 
(StatSoft Inc., Maison-Alfort, France, 2004). 
The principal component analysis included 
42 variables corresponding to all FA in milk 
at concentrations on average, above 0.1 
g/100g of FA. 

Sensorial triangular test evaluations from 
each of the 12-member taste panel related to 
unique sample identification for all 4 
preplanned comparisons on each test date 
were assigned as either correct or incorrect. 
Results were expressed as a percentage of 
correct responses and differences were tested 
statistically based on comparisons with 
values from the binomial law parameter 
P=1/3 with n repetitions (AFNOR, 1983). 

Owing to the extensive amount of data 
generated in the present study, P values for 
treatment effects are not stated in the 
following text. Changes in response to 
treatment, i.e. an increase or decrease, are 
described when significant at P ≤ 0.05, or as 
a trend towards significance at 0.05 < P ≤ 
0.10. The significance of treatment effects on 
all measured parameters are reported in the 
Tables. 

 
RESULTS 

 
Intake, Milk Yield, and Composition 

Chemical composition of feed ingredients 
and nutrient intakes are reported in Tables 1 
and 2, respectively. During the first indoor 
period, the 3% target oil level in diet DM 
from all oilseed treatments was achieved, but 
for the second indoor period, the amount of 
additional oil in the diet from oilseed 
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supplements was higher than intended (Table 
2). Decreases in forage DM intake and total 
DMI were observed for EL, compared to ER 
and WR during the first indoor period, and 
compared with ER, FRM, and WR during the 
second indoor period. During the second 
indoor period forage and total DM intake was 
lower for the CTL than FRM and WR (Table 
2). The proportion of concentrates in the diet 
increased, on average, from 30 to 41% of diet 
DM between the first and second indoor 
periods. As a result, mean dietary starch 
concentration increased from 6.8 to 16.8 % in 
diet DM, whereas ADF concentration 
decreased from 26.1 to 23.3 % in diet DM for 
the second compared with the first indoor 
period. Starch concentration in the diet 
increased more between the 2 indoor periods 
for EL, ER, and WR relative to the CTL and 
FRM (mean increases of +14.9, 10.2, 11.1, 
7.8, and 5.9 g/100 g, respectively, Table 2). 

During the second indoor period, ER and 
FRM increased milk yield compared to CTL, 
EL, and WR. Milk fat content was lower for 
EL and ER than FRM and WR, while milk 
fat yield was higher for FRM compared with 
other treatments during the second indoor 
period (Table 3). During both outdoor 
periods, milk fat content was higher for WR 
relative to other treatments (Table 5). 

 
Milk Fatty Acid Composition 

Representation of the global changes in 
milk fat composition due to treatment, 
period, and year are described in Figure 1. 
Treatment effects on milk FA composition 
during both indoor periods are presented in 
Tables 3 and 4, and for both outdoor periods 
in Tables 5 and 6, respectively. Changes in 
milk odd- and branched-chain FA (OBCFA) 
and minor isomers of 16:1 to treatments 
during the indoor and outdoor periods are 
reported in Tables 7 and 8, respectively 
(Available as online supporting material). 
Temporal changes in the concentrations of 
specific FA in milk or groups of FA over the 
course of the 2-year experiment for all 
treatments are reported in Figures 2-4. 

 

Principal Component Analysis. Principal 
component analysis was used to summarize 
the main associations between milk FA 
accounting for the effects due to treatment, 
period, and year. The first and second 
principal components (PC1 and PC2, 
respectively, Figure 1A) accounted for 50% 
of the total variance of FA in milk present at 
concentrations above 0.1 g/100 g of FA. The 
PC1 discriminates 6- to 17-carbon SFA, cis-9 
10:1, cis-9 12:1, and cis-9 14:1 from 18-
carbon unsaturated FA. The PC2 
discriminates 18:0, cis-9 18:1, 20:0, and cis-9 
20:1 from cis-9 12:1, cis-9 14:1, trans-11 
18:1, cis-9,trans-13 18:2, trans-11,cis-15 
18:2, cis-9,trans-11 CLA, and 18:3n-3. 

Figure 1B shows the position of milk 
samples on different treatments during indoor 
and outdoor periods for years 1 and 2 on PC1 
and PC2. The PC1 differentiates milks from 
the CTL and WR treatments (having negative 
values and enriched with 6- to 17-carbon 
SFA), and milks from EL and FRM (having 
positive values and enriched in 18- carbon 
unsaturated FA), whereas milks from cows 
fed the ER treatment are intermediate. Along 
the PC2, milks from rapeseed treatments 
were also differentiated (having positive 
values and enriched in 20:0 and cis-9 20:1) 
from the CTL and EL treatments (having 
negative values). 

For a given treatment during the first year, 
milk fat produced during the outdoor period 
is transposed to the right part of PC1 (i.e. 
from milk rich in SFA, and 6- to 17-carbon 
cis-9 monounsaturated FA (MUFA) towards 
milk fat enriched in 18-carbon unsaturated 
FA) relative to the indoor period. During the 
second year, milks from the outdoor period 
are translated to the negative part of PC2 
compared with the indoor period (i.e. 
towards milks characterized by a higher 
abundance of trans-11 18:1, trans-11,cis-15 
18:2, cis-9,trans-11 CLA, and 18:3n-3), 
except for EL which resulted in higher milk 
trans FA content during the indoor period. 

Within each period, for each treatment, 
the effect of year is illustrated by vectors 
represented in Figure 1B. When compared 
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Figure 1. Loading plot of Principal Components (PC) 1 and 2 that accounted for 34 and 16%, respectively, of total variance in the 
concentrations of 43 fatty acids present at concentrations above 0.1 g/100g of FA determined in 465 milk samples from 58 cows housed 
indoors and fed grass silage and grass hay-based diets (2 years*2 measurements) or maintained on pasture outdoors (2 years*3 
measurements) over two consecutive lactations. Cows received diets containing no additional lipid (Control,■ n=12 during first year and 7 
during second year), or between 2.5 and 5.1% diet DM of oil from supplements of extruded linseeds (♦ n=12 during first year and 8 during 
second year), extruded rapeseeds (∆ n=12 during first year and 4 during second year), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (□ n=10 during 
first year and 8 during second year) or whole unprocessed rapeseeds (○ n=12 during first year and 8 during second year). A) Plots of 
variables are projected on the first 2 PC. c9 to c16 and t6 to t16 represent cis and trans positional isomers of 18:1 , respectively. * indicates 
variables which did not participate to the PC (i.e. milk yield and milk fat content). B) Plots of cow treatment groups on the first 2 PC: indoor 
periods during the first or second year of the experiment (I1 and I2, respectively), or outdoor periods during the first and second year of the 
experiment (O1 and O2, respectively). Each point represents treatment least square means. Error bars indicate SEM calculated from the 2 
intra-period (indoor and outdoor) statistical model (refer to Statistical Analysis in the Materials and Methods). Effects due to treatment, year, 
week within year, and treatment by year effects for PC1 and PC2 for both indoor and outdoor periods were significant (P < 0.01). Cis and 
trans double bonds are denoted by c and t, respectively. 
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Table 3. Effect of oilseeds in dairy cow diets over two consecutive lactations on milk yield, milk fat secretion, lipolysis, and milk fatty acid composition during both indoor periods 
  Year 1 (2007/2008-n=58)1 Year 2 (2008/2009-n=35)1  P-value 
  Treatment2 Treatment2  

Treatment Year Week 
(Year)1 

Treatment 
*Year 

Treatment
*Week Item CTL EL ER FRM WR CTL EL ER FRM WR SEM 

Milk yield (kg/d) 26.9 26.9 27.8 28.5 26.6 28.6b 29.9b 34.3a 33.7a 28.3b 0.86 <0.001 <0.001 <0.001 0.02 0.66 
Milk fat                 
 Content (%) 3.59 3.66 3.51 3.53 3.69 3.27bc 3.03c 2.89c 3.59ab 3.64a 0.119 0.05 <0.001 <0.001 <0.001 0.04 
 Yield (g/d) 974 980 963 976 980 945b 913b 1021b 1188a 1018b 43.9 0.10 0.11 <0.001 <0.01 0.12 
Milk FFA (mEq/100g fat) 0.35 0.43 0.31 0.34 0.33 0.63ab 0.66a 0.49bc 0.46c 0.46c 0.047 0.07 <0.001 <0.001 0.05 0.34 
Fatty acid (FA, g/100g of fatty acids) 
 4:0 2.85 3.04 3.01 2.92 2.84 2.21 2.59 2.45 2.57 2.80 0.106 0.17 <0.001 0.01 0.13 <0.01 
 6:0 2.16a 1.95b 1.93b 1.72c 1.96b 1.91ab 1.74bc 1.92ab 1.71c 2.07a 0.053 <0.001 0.04 0.02 <0.01 <0.01 
 8:0 1.29a 1.02b 1.01b 0.87c 1.07b 1.26a 0.95c 1.11b 0.94c 1.21ab 0.036 <0.001 0.07 <0.001 0.01 <0.01 
 10:0 3.14a 2.12b 2.13b 1.74c 2.33b 3.12a 2.09cd 2.44bc 2.03d 2.70b 0.101 <0.001 <0.01 <0.001 0.09 0.01 
 cis-9 10:1 0.35a 0.25bc 0.24c 0.19d 0.29b 0.35a 0.22bc 0.25b 0.18c 0.31a 0.013 <0.001 0.91 <0.001 0.33 <0.01 
 12:0 3.74a 2.39b 2.41b 1.97c 2.68b 3.74a 2.50cd 2.82bc 2.24d 3.09b 0.116 <0.001 <0.01 <0.001 0.42 <0.01 
 cis-9 12:1+13:0 0.21a 0.13c 0.13c 0.11d 0.16b 0.20a 0.13c 0.14bc 0.10d 0.17b 0.007 <0.001 0.37 0.03 0.78 0.12 
 trans-9 12:1 0.10a 0.06c 0.06c 0.05d 0.08b 0.11a 0.06c 0.07bc 0.04d 0.08b 0.005 <0.001 0.63 <0.001 0.80 0.02 
 14:0 12.49a 9.23c 9.50c 8.33d 10.27b 12.57a 9.55cd 10.13bc 8.74d 10.93b 0.270 <0.001 0.05 0.04 0.89 0.08 
 cis-9 14:1 1.15a 0.73cd 0.85bc 0.67d 0.93b 1.38a 0.87b 0.98b 0.63c 1.03b 0.061 <0.001 <0.01 <0.001 0.27 0.05 
 16:0 30.7a 21.1cd 22.0c 19.7d 24.9b 30.8a 22.0c 22.1c 19.2d 25.7b 0.55 <0.001 0.48 0.37 0.68 <0.001 
 cis-9 16:13 1.61a 1.13c 1.20c 1.07c 1.42b 1.79a 1.26b 1.17bc 1.01c 1.34b 0.059 <0.001 0.40 <0.01 0.09 0.05 
 Σ other 16:14 0.39 0.40 0.39 0.40 0.41 0.38bc 0.44a 0.39abc 0.40ab 0.36c 0.013 0.12 0.58 0.34 0.03 0.58 
 18:0 8.7c 14.1b 13.9b 15.4a 13.1b 7.9c 11.2b 12.2b 15.4a 12.3b 0.45 <0.001 <0.001 <0.001 0.03 0.13 
 Σ cis 18:1 18.8d 26.2bc 26.7b 29.1a 24.8c 19.1c 23.9b 25.6ab 27.3a 23.9b 0.57 <0.001 <0.01 0.69 0.35 <0.01 
 Σ trans 18:1 3.0c 5.2b 4.8b 5.8a 3.2c 3.8d 8.3a 6.5c 7.6b 3.6d 0.19 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 
 Σ 18:25 2.0c 2.8a 2.0bc 2.2b 1.7d 2.5b 4.0a 2.6b 2.6b 2.0c 0.08 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 cis-9,trans-11 CLA6 0.58c 0.82a 0.73b 0.81ab 0.58c 0.66b 1.00a 0.94a 0.98a 0.55b 0.032 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 0.02 
 18:3n-3 0.70c 1.13a 0.77b 0.76b 0.67c 0.57c 1.60a 0.68b 0.68b 0.50c 0.026 <0.001 0.96 <0.001 <0.001 <0.001 
 20:0 0.14c 0.15c 0.22b 0.25a 0.22b 0.10c 0.08c 0.16b 0.21a 0.16b 0.007 <0.001 <0.001 <0.001 0.48 0.94 
 cis-9 20:1 0.11d 0.13c 0.17b 0.19a 0.17b 0.09b 0.08b 0.14a 0.14a 0.13a 0.005 <0.001 <0.001 <0.01 0.03 0.57 
 cis-11 20:1 0.04d 0.04d 0.08b 0.11a 0.06c 0.04bc 0.04c 0.08a 0.10a 0.06b 0.004 <0.001 0.38 <0.001 0.68 0.50 
 20:3n-6 0.06a 0.05b 0.06a 0.05b 0.06a 0.06a 0.03c 0.05b 0.05b 0.06ab 0.003 <0.001 <0.01 <0.01 0.06 0.08 
 20:4n-3 0.05c 0.07a 0.06b 0.05c 0.06b 0.03c 0.06a 0.04b 0.03bc 0.03bc 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 0.04 0.24 
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  Year 1 (2007/2008-n=58)1 Year 2 (2008/2009-n=35)1  P-value 
  Treatment2 Treatment2  

Treatment Year Week 
(Year)1 

Treatment 
*Year 

Treatment
*Week Item CTL EL ER FRM WR CTL EL ER FRM WR SEM 

 20:4n-6 0.09a 0.06b 0.07b 0.06b 0.08a 0.10a 0.04d 0.07c 0.06c 0.08b 0.003 <0.001 0.07 0.05 <0.01 <0.01 
 20:5n-3 0.08a 0.08a 0.07a 0.06b 0.08a 0.05b 0.07a 0.06b 0.05b 0.05b 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 0.09 
 22:0 0.05b 0.05b 0.06a 0.07a 0.07a 0.03c 0.03c 0.04bc 0.06a 0.05ab 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 0.37 0.39 
 cis-13 22:1 +20:3n-3 0.03b 0.03b 0.05a 0.04a 0.03b 0.03b 0.05a 0.03b 0.03b 0.03b 0.003 <0.01 0.08 <0.01 <0.001 0.93 
 22:5n-3+26:0 0.16ab 0.15bc 0.14c 0.13c 0.16a 0.13 0.12 0.12 0.11 0.13 0.005 <0.01 <0.001 0.05 0.42 0.50 
 cis-14 23:1 0.05ab 0.04bc 0.04bc 0.04c 0.05a 0.03 0.03 0.03 0.03 0.04 0.002 <0.01 <0.001 <0.001 0.06 0.83 
 24:0 0.03b 0.04b 0.04b 0.04b 0.05a 0.02b 0.02ab 0.02ab 0.03a 0.02ab 0.002 0.03 <0.001 0.03 0.22 0.43 
 Σ unidentified FA 0.13 0.17 0.11 0.12 0.15 0.25b 0.36a 0.26b 0.21b 0.19b 0.023 <0.01 <0.001 0.02 0.07 0.84 
 Σ Saturated 69.1a 58.5c 59.8c 56.4d 63.4b 67.1a 55.6d 58.5c 56.3cd 64.2b 0.69 <0.001 0.03 0.03 0.11 <0.001 
 Σ OBCFA7 4.3a 3.9b 3.9b 3.7c 4.4a 4.0a 3.4c 3.5bc 3.4c 3.7b 0.06 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.24 
 Σ Monounsaturated 26.0d 34.7b 35.0b 38.2a 31.9c 27.5c 35.6a 35.5a 37.8a 31.1b 0.61 <0.001 0.41 0.28 0.46 <0.01 
 Σ Trans FA 4.4c 7.9a 6.5b 7.7a 4.6c 5.2d 11.6a 8.4c 9.6b 4.8d 0.24 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 
 Σ non-VA & RA trans FA8 2.6c 5.3a 4.2b 5.1a 2.8c 3.4c 8.5a 5.7b 6.1b 3.2c 0.18 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 Σ Polyunsaturated 3.7c 5.4a 4.1b 4.2b 3.5c 4.1c 7.0a 4.7b 4.7b 3.4d 0.12 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
1Measured twice-yearly on weeks 10±2.4 and 20±3.3, and 12±1.9 and 18±5.0 of lactation for years 1 and 2, respectively. 
2Cows received diets based on grass silage and grass hay (forage:concentrate ratio on DM basis 70:30 and 60:40 for years 1 and 2, respectively) containing no oilseed supplement 
(control, CTL, n=12 and 7 during years 1 and 2, respectively), or 2.9 to 5.1% of oil in diet DM from extruded linseeds (EL, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively), 
extruded rapeseeds (ER, n=12 and 4 during years 1 and 2, respectively), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM, n=10 and 8 during years 1 and 2, respectively) or whole 
unprocessed rapeseeds (WR, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively). 
3Contains 3,7,11,15-tetramethyl-16:0 as a minor component. 
4Sum of cis-7, -10, -11, -13 16:1 and trans-6,-7,-8, -11,-12, -14 16:1. 
5Sum of 18:2 fatty acids, excluding isomers of CLA (conjugated linoleic acid). 
6Contains trans-7,cis-9 CLA and trans-8,cis-10 CLA as minor components. 
7Sum of odd- and branched-chain fatty acids. 
8Sum of trans FA, except trans-11 18:1 (VA) and cis-9,trans-11 CLA (RA) 
a,b,c,d,eWithin year, means with different letters differ at P < 0.05. 

Table 3. Continued 
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with milks from the first year, milks from the 
second year are translated to the negative part 
of PC2: indicating lower abundance of 18:0, 
cis-9 18:1, 20:0, and cis-9 20:1, and higher 
trans-11 18:1, cis-9,trans-13 18:2, and cis-
9,trans-11 CLA concentrations. Changes in 
coordinates along PC2 axis are more 
negative during the outdoor than indoor 
periods, with the exception of EL. Between 
the first and second indoor periods, changes 
in coordinates along PC1 are similar, and 
marginally positive for CTL, ER, FRM, and 
WR (+0.84 ± 0.53), but higher for EL (+3.57, 
enriched in trans FA). Between the first and 
second outdoor periods, changes in 
coordinates along PC1 are negative (milks 
enriched in 6:0 to 16:0), for EL and FRM (-
2.12 and -2.04, respectively), in particular. 

Effects of Oilseed Source (EL vs. ER) 
During Year 1. 

Indoor period (Tables 3, 4; Figures 2, 3 
and 4; Table 7 [online supporting material]). 
Compared with the CTL, EL and ER resulted 
in similar decreases in milk total SFA, and 
comparable increases in total cis 18:1 and 
trans 18:1 concentrations. However, total 
PUFA and trans FA concentrations in milk 
were increased more by EL than ER, while 
only EL increased total nonconjugated 18:2. 
Both EL and ER lowered the concentration 
of 6- to 17-carbon SFA. Conversely, EL and 
ER resulted in comparable increases in 18:0, 
while only ER increased 20:0 and 22:0. Milk 
concentrations of 10- to 17- carbon cis-9 
MUFA were decreased, and cis-9 18:1 and 
cis-9 20:1 were elevated by EL and ER. 
Increases in milk cis-9 20:1 content were 
higher for ER than EL, with ER also causing 
an enrichment of cis-11 20:1. Supplements of 
EL, and ER to a lesser extent, increased 
18:3n-3 and 20:4n-3, and decreased 18:2n-6 
and 20:4n-6 concentrations. 

Milk concentrations of numerous ruminal 
biohydrogenation (RBH) intermediates were 
increased by EL and ER. Concentrations of 
trans-11, -12 16:1, cis-12, -15, -16 18:1, 
trans-12, -13,-14, -16 18:1, 18:2 isomers 
(other than 18:2n-6), and cis-9,trans-11 CLA 
in milk were increased more by EL than ER. 

Conversely, trans-6,-7,-8 16:1, cis-11 18:1, 
and trans-4,-5, -6,-7,-8, -9 18:1 were 
increased to a greater extent by ER than EL. 
However, trans-10 18:1 was not affected, 
while cis-13 18:1 and trans-11 18:1 were 
increased to the same extent by both EL and 
ER. 

Outdoor period (Tables 5, 6; Figures 2, 3 
and 4; Table 8 [online supporting material]). 
In comparison with the CTL, both EL and 
ER induced similar changes in milk FA 
composition, but the magnitude of decreases 
in all SFA, all cis 18:1, and total MUFA 
concentrations were lower compared with the 
responses during the indoor period. However, 
milk total PUFA and trans FA concentrations 
were only increased by EL. All milk OBCFA 
concentrations (except 13:0 iso and 18:0 iso) 
were decreased by EL and ER. Milk cis-9 
20:1 and cis-11 20:1 concentrations were 
increased by ER, whereas EL increased milk 
18:3n-3, 20:4n-3, and 20:5n-3 content. 

With the exception of trans-11 18:1, 
∆11,15 18:2, and cis-9,trans-11 CLA, both 
EL and ER induced similar alterations in the 
abundance of RBH intermediates as 
measured during the indoor period. However, 
the extent of changes in milk cis-11, -12, -15, 
-16 18:1, trans-16 18:1, and cis-12,cis-15 
18:2 concentrations to both treatments were 
lower than observed during the indoor 
period. In contrast to the effects during the 
indoor period, ER decreased milk trans-11 
18:1 and ∆11,15 18:2 content, while the 
occurrence of trans-11 18:1 was not altered 
by EL. Furthermore, cis-9,trans-11 CLA was 
decreased by EL, and substantially lowered 
in response to ER. 

Effects of Rapeseed Form (ER vs. FRM 
vs. WR) During Year 1. 

Indoor period (Tables 3, 4; Figures 2, 3 
and 4; Table 7 [online supporting material]). 
During the first indoor period, FRM 
decreased to a greater extent 6- to 17-carbon 
SFA, total SFA, and cis-9 MUFA, and 
resulted in higher increases in total cis 18:1, 
total MUFA, 18- to 22-carbon SFA, and cis-9 
MUFA than ER. Treatment ER resulted in 
larger changes in milk FA composition 
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Figure 2. A) Concentrations of the sum of 4:0, 6:0, 8:0, 10:0, 12:0, and 14:0, B) 16:0, C) 18:0, and D) Sum of odd- and 
branched-chain fatty acids in milk fat from cows housed indoors and fed grass silage and grass hay-based diets or 
maintained on pasture outdoors ( ---- ) over two consecutive lactations. Cows received diets containing no additional 
lipid (Control diet,   ■    n=12 during first year and 7 during second year), or 2.5 to 5.1% of oil in diet dry matter from 
extruded linseeds ( ...♦...  n=12 during first year and 8 during second year), extruded rapeseeds ( --∆-- n=12 during first 
year and 4 during second year), cold-pressed fat-rich rapeseed meal ( ___ □ ___ n=10 during first year and 8 during second 
year) or whole unprocessed rapeseeds ( __ ..○.. __ n=12 during first year and 8 during second year). Each point represents 
treatment least square means. Error bars indicate SEM calculated from 2 intra-period (indoor and outdoor) statistical 
model (refer to Statistical Analysis in the Materials and Methods. P values are reported in Tables 3 and 5. 
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Table 4. Effect of oilseeds in dairy cow diets over two consecutive lactations on 18:1 and nonconjugated 18:2 fatty acids during both indoor periods 
  Year 1 (2007/2008-n=58)1 Year 2 (2008/2009-n=35)1  P-value 
Fatty acid 
(g/100g of fatty acids) 

Treatment2 Treatment2  Treatment Year Week 
(Year)1

Treatment 
*Year 

Treatment 
*Week CTL EL ER FRM WR CTL EL ER FRM WR SEM

 cis-9 18:13 17.9d 24.9b 25.1b 27.8a 23.3c 17.8c 22.5b 24.4ab 25.8a 22.8b 0.58 <0.001 <0.01 1.00 0.18 <0.001 
 cis-11 18:1 0.63c 0.73b 0.88a 0.87a 0.86a 0.65cd 0.60d 0.81b 0.94a 0.69c 0.021 <0.001 <0.001 0.13 <0.001 0.05 
 cis-12 18:1 0.21c 0.34a 0.26b 0.28b 0.15d 0.28c 0.53a 0.36b 0.36b 0.25c 0.015 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 
 cis-13 18:1 0.08c 0.10b 0.11ab 0.13a 0.07c 0.09c 0.15a 0.10bc 0.13ab 0.07d 0.006 <0.001 0.08 0.27 <0.01 0.64 
 cis-15 18:1 +19:0 0.16c 0.38a 0.22b 0.24b 0.18c 0.15c 0.54a 0.23b 0.24b 0.16c 0.012 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 cis-16 18:14 0.06c 0.12a 0.10b 0.11a 0.07c 0.06c 0.13a 0.09b 0.09b 0.06c 0.004 <0.001 0.16 0.81 <0.01 0.70 
 trans-4 18:1 0.02d 0.03c 0.05b 0.07a 0.02cd 0.02d 0.04c 0.05b 0.07a 0.03c 0.003 <0.001 0.05 0.11 0.59 0.46 
 trans-5 18:1 0.02c 0.02c 0.04b 0.06a 0.02c 0.02d 0.03c 0.05b 0.06a 0.03cd 0.003 <0.001 <0.01 <0.01 0.35 0.01 
 trans-6, -7, -8 18:1 0.19e 0.34c 0.49b 0.68a 0.27d 0.30e 0.56c 0.71b 0.87a 0.37d 0.020 <0.001 <0.001 <0.01 <0.01 0.09 
 trans-9 18:1 0.18e 0.30c 0.39b 0.50a 0.23d 0.24d 0.43c 0.49b 0.59a 0.28d 0.014 <0.001 <0.001 <.0001 0.02 0.02 
 trans-10 18:1 0.27bc 0.29bc 0.36b 0.54a 0.21c 0.70c 1.55a 1.19b 0.84c 0.39d 0.056 <0.001 <0.001 0.09 <0.001 0.80 
 trans-11 18:1 1.20b 1.82a 1.63a 1.80a 1.29b 1.18d 2.13b 1.83c 2.51a 1.08d 0.078 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.13 
 trans-12 18:1 0.25d 0.54b 0.47c 0.62a 0.27d 0.38d 0.89a 0.67c 0.82b 0.39d 0.020 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 
 trans-13, -14 18:1 0.54d 1.22a 0.85c 1.01b 0.53d 0.60d 1.92a 0.98c 1.26b 0.64d 0.046 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 trans-16 18:15 0.29e 0.66a 0.46c 0.54b 0.33d 0.31d 0.79a 0.47c 0.55b 0.33d 0.016 <0.001 <0.01 <0.001 <0.001 <0.001 
 18:2n-66 1.44a 1.30b 1.34ab 1.45a 1.17c 1.87a 1.87a 1.82a 1.78a 1.46b 0.042 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 0.02 
 cis-12,cis-15 18:2 0.00c 0.10a 0.02b 0.01bc 0.01bc 0.01b 0.09a 0.02b 0.01b 0.01b 0.004 <0.001 0.54 <0.001 0.40 <0.001 
 cis-9,trans-13 18:27 0.18d 0.43a 0.28c 0.33b 0.19d 0.23c 0.70a 0.35b 0.35b 0.20c 0.017 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 cis-9,trans-14 18:2 0.09d 0.21a 0.12c 0.15b 0.10d 0.11c 0.29a 0.15b 0.15b 0.10c 0.008 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 trans-11,cis-15 18:2 0.12c 0.47a 0.18b 0.15bc 0.15bc 0.06c 0.69a 0.15b 0.13b 0.07c 0.016 <0.001 0.85 <0.001 <0.001 <0.01 
 trans-12,cis-15 18:28 0.03b 0.05a 0.01c 0.01c 0.01c 0.03b 0.08a 0.03b 0.03b 0.02b 0.004 <0.001 <0.001 <0.01 0.06 0.66 
 trans-11,trans-15 18:2 0.03c 0.09a 0.04b 0.04b 0.04b 0.01c 0.06a 0.02bc 0.03b 0.02c 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 0.06 
1Measured twice-yearly on weeks 10±2.4 and 20±3.3, and 12±1.9 and 18±5.0 of lactation for years 1 and 2, respectively. 
2Cows received diets based on grass silage and grass hay (forage:concentrate ratio on DM basis 70:30 and 60:40 for years 1 and 2, respectively) containing no oilseed supplement (control, CTL, 
n=12 and 7 during years 1 and 2, respectively), or 2.9 to 5.1% of oil in diet DM from extruded linseeds (EL, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively), extruded rapeseeds (ER, n=12 and 4 
during years 1 and 2, respectively), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM, n=10 and 8 during years 1 and 2, respectively) or whole unprocessed rapeseeds (WR, n=12 and 8 during years 1 
and 2, respectively). 
3Contains cis-10 18:1 and trans-15 18:1 as minor components. 
4Co-elutes with cis-9,trans-12 18:2. 
5Contains cis-14 18:1 as a minor component. 
6Contains cis-9,cis-15 18:2 and cis-9 19:1 as minor components. 
7Contains cis-10,trans-14 18:2 as a minor component. 
8Contains cis-11 19:1 as a minor component. 
a,b,c,d,e Within year, means with different letters differ at P < 0.05
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compared with WR. Both FRM, and to a 
lesser extent ER, increased total trans 18:1, 
trans FA, and PUFA concentrations. 
Treatment FRM increased total milk 
nonconjugated 18:2 content, whereas WR 
decreased the concentrations of these FA. 
Only WR decreased 18:2n-6 in milk, while 
FRM was the only treatment to lower 20:3n-
6 and 20:5n-3. Both ER and FRM resulted in 
comparable increases in 18:3n-3 and similar 
decreases in 20:4n-6 concentrations. 

Concentrations of almost all RBH 
intermediates were increased by ER and 
FRM. In general, increases were of greater 
magnitude for FRM than ER, whereas the 
increase in milk trans-6,-7,-8 16:1, cis-11, -
12, -13 18:1, trans-11 18:1, trans-11,trans-15 
18:2, and cis-9,trans-11 CLA content were 
similar for ER and FRM. Nevertheless, only 
FRM increased trans-10 18:1, while ER was 
the only rapeseed treatment to enrich cis-
12,cis-15 18:2 and trans-11,cis-15 18:2. Both 
ER and FRM decreased trans-12,cis-15 18:2. 
In contrast, WR resulted in marginal 
increases in trans-6,-7,-8 16:1, cis-11 18:1, 
trans-6,-7,-8, -9, -16 18:1, and trans-
11,trans-15 18:2. 

Outdoor period (Tables 5, 6; Figures 2, 3 
and 4; Table 8 [online supporting material]). 
Consistent with the changes during the 
indoor period, FRM, and to a lesser extent 
ER, decreased concentrations of 8- to 17-
carbon SFA, total SFA, and cis-9 MUFA, 
and increased total cis 18:1 and total MUFA 
concentrations. However, the magnitude of 
changes in milk fat to FRM and ER were 
lower than during the indoor period. All 
rapeseed treatments increased milk 18:0, cis-
9 18:1, and 20:0 concentrations to a similar 
extent. During the outdoor period, only FRM 
increased total trans 18:1 and trans FA 
concentrations, while WR had no effect on 
total SFA and total MUFA, but decreased 
total trans 18:1, trans FA, and nonconjugated 
18:2. All rapeseed treatments lowered 20:4n-
6. Both FRM and WR decreased 18:2n-6, 
whereas decreases in 20:3n-6, 20:4n-3, and 
20:5n-3 were exclusive to FRM. Milk 18:3n-

3 content was not altered by rapeseed 
treatments during outdoor period. 

Treatment FRM, and ER to a lesser 
extent, increased trans-6,-7,-8, -11,-12 16:1, 
all 18:1 isomers (other than trans-11 18:1), 
cis-9,trans-13 18:2, and cis-9,trans-14 18:2. 
Overall, when compared with the indoor 
period, those changes to ER and FRM were 
of lower and higher magnitude, respectively. 
Treatment WR resulted in marginal increases 
in cis-11 18:1 and trans-16 18:1, and 
decreased cis-12 18:1, cis-13 18:1, and trans-
10 18:1. In contrast to the indoor period, 
trans-11,trans-15 18:2 was decreased by ER 
and FRM, while trans-11 18:1 and cis-
9,trans-11 CLA were not affected by FRM 
but decreased by ER and WR. 

Effects of Oilseed Supplements During 
Year 2. 

Indoor period (Tables 3, 4; Figures 2, 3 
and 4; Table 7 [online supporting material]). 
Treatments had similar effects on milk total 
SFA and individual SFA (except 6:0, 8:0, 
17:0, 18:0, 14- to 18- carbon iso FA, and 
17:0 anteiso), total MUFA, total cis 18:1, cis-
9 18:1, and cis-11 20:1 concentrations during 
the second than first indoor period. However, 
in contrast to the first indoor period, WR 
decreased milk total PUFA concentration. 
Furthermore, ER, FRM, and EL in particular, 
resulted in greater increases in milk total 
trans 18:1, trans FA, PUFA, and 18:3n-3, 
and larger decreases in 20:4n-6 during the 
second than first indoor period. Moreover, 
18:2n-6 was not decreased by EL. 

Treatment EL, and ER to a lesser extent, 
increased trans-10 18:1, whereas WR 
decreased it. Overall, ER, FRM, and EL in 
particular, increased the concentration of 
other RBH intermediate concentrations 
(including trans-11 18:1 and cis-9,trans-11 
CLA) to a greater extent during the second 
than first indoor period. However, increases 
in cis-11 18:1, cis-16 18:1, and trans-
11,trans-15 18:2 were lower. In contrast to 
the first indoor period, only milk trans-6,-7,-
8 18:1 content was increased by WR. 



Long-term oilseed supplements and milk fatty acids 

89 

 

Figure 3. Concentrations of A) trans-10 18:1, B) trans-11 18:1, C) cis-9,trans-11 CLA, and D) Sum of trans- fatty 
acids (excluding trans-11 18:1 and cis-9,trans-11 CLA) in milk fat from cows housed indoors and fed grass silage and 
grass hay-based diets or maintained on pasture outdoors ( ---- ) over two consecutive lactations. Cows received diets 
containing no additional lipid (Control diet,   ■    n=12 during first year and 7 during second year), or 2.5 to 5.1% of oil 
in diet dry matter from extruded linseeds ( ...♦...  n=12 during first year and 8 during second year), extruded rapeseeds  
( --∆-- n=12 during first year and 4 during second year), cold-pressed fat-rich rapeseed meal ( ___ □ ___ n=10 during 
first year and 8 during second year) or whole unprocessed rapeseeds ( __ ..○.. __ n=12 during first year and 8 during 
second year). Each point represents treatment least square means. Error bars indicate SEM calculated from 2 intra-
period (indoor and outdoor) statistical model (refer to Statistical Analysis in the Materials and Methods). P values are 
reported in Tables 3 to 6. 
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Table 5. Effect of oilseeds in dairy cow diets over two consecutive lactations on milk yield, milk fat secretion, lipolysis, and milk fatty acid composition during 
both outdoor periods 
  Year 1 (2007/2008-n=58)1 Year 2 (2008/2009-n=35)1  P-value 
  Treatment2 Treatment2  

Treatment Year Week 
(Year)1 

Treatment 
*Year 

Treatment 
*Week Item CTL EL ER FRM WR CTL EL ER FRM WR SEM 

Milk yield (kg/d) 19.4 20.3 20.3 21.0 18.9 24.1 25.3 24.8 27.0 24.3 1.00 0.36 <0.001 <0.001 0.89 0.02 
Milk fat                 
 Content (%) 3.50bc 3.80ab 3.58bc 3.40c 4.05a 3.05c 3.45b 3.34bc 3.31bc 3.85a 0.125 <0.01 <0.001 <0.001 0.14 0.28 
 Yield (g/d) 671 759 741 705 756 728 883 842 880 909 39.6 0.12 <0.001 <0.001 0.17 0.32 
Milk FFA (mEq/100g fat) 0.58a 0.46ab 0.46ab 0.54ab 0.43b 0.93a 0.71ab 0.63b 0.70b 0.64b 0.061 0.05 <0.001 <0.001 0.62 0.24 
Fatty acid (FA, g/100g of fatty acids) 
 4:0 2.68a 2.43b 2.70a 2.21b 2.87a 2.69bc 2.83ab 2.78abc 2.51c 2.98a 0.089 <0.01 <0.001 <0.01 <0.01 0.12 
 6:0 1.74a 1.42b 1.62a 1.21c 1.76a 1.87a 1.82a 1.83a 1.53b 1.98a 0.065 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 0.02 
 8:0 0.96a 0.73c 0.83bc 0.57d 0.92ab 1.10a 0.99a 1.00a 0.80b 1.09a 0.044 <0.001 <0.001 <0.001 0.05 <0.01 
 10:0 2.20a 1.50cd 1.75bc 1.20d 1.93ab 2.71a 2.16b 2.19b 1.81c 2.42ab 0.111 <0.001 <0.001 <0.001 0.27 0.04 
 cis-9 10:1 0.28a 0.18b 0.20b 0.13c 0.25a 0.32a 0.26b 0.26b 0.20c 0.30a 0.013 <0.001 <0.001 <0.001 0.18 0.14 
 12:0 2.70a 1.83cd 2.09bc 1.53d 2.28b 3.37a 2.57b 2.63b 2.21c 2.84b 0.115 <0.001 <0.001 <0.001 0.32 0.46 
 cis-9 12:1+13:0 0.17a 0.11cd 0.11bc 0.09d 0.13b 0.22a 0.15b 0.15bc 0.13c 0.16b 0.007 <0.001 <0.001 <0.001 0.56 0.03 
 trans-9 12:1 0.09a 0.05cd 0.06bc 0.04d 0.07b 0.11a 0.07bc 0.07bc 0.06c 0.08b 0.005 <0.001 <0.001 <0.001 0.46 0.61 
 14:0 10.03a 7.40cd 8.04bc 6.95d 8.65b 11.02a 8.80c 9.32bc 8.70c 9.71b 0.287 <0.001 <0.001 <0.001 0.10 0.05 
 cis-9 14:1 1.13a 0.65b 0.83b 0.68b 0.82b 1.36a 0.81b 1.03b 0.93b 0.96b 0.073 <0.001 <0.001 <0.001 0.57 0.55 
 16:0 22.7a 18.0c 19.1c 18.4c 21.0b 24.2a 19.7c 21.3b 19.9bc 23.0a 0.45 <0.001 <0.001 <0.001 0.81 0.65 
 cis-9 16:13 1.51a 1.08c 1.17bc 1.27b 1.21bc 1.62a 1.21b 1.27b 1.39b 1.25b 0.070 <0.001 <0.01 <0.001 0.89 0.96 
 Σ other 16:14 0.57 0.56 0.55 0.57 0.56 0.56 0.55 0.55 0.56 0.57 0.016 0.92 0.62 <0.001 0.98 0.16 
 18:0 10.0b 14.0a 13.7a 13.5a 13.8a 8.3b 11.4a 11.5a 10.4a 11.5a 0.51 <0.001 <0.001 <0.001 0.19 0.03 
 Σ cis 18:1 24.8c 28.9ab 29.5a 30.7a 27.2b 20.1c 24.1ab 24.9ab 25.6a 22.8b 0.66 <0.001 <0.001 <0.001 0.96 0.03 
 Σ trans 18:1 6.3c 8.2b 6.4c 9.3a 5.3d 7.8c 8.7b 7.7c 10.1a 6.3d 0.24 <0.001 <0.001 <0.001 0.02 0.13 
 Σ 18:25 2.5b 3.3a 2.4bc 2.4c 2.2d 2.8c 3.4a 2.8c 3.0b 2.4d 0.06 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 
 cis-9,trans-11 CLA6 1.86a 1.61b 1.35c 1.68ab 1.22c 2.38a 1.92b 1.90b 2.37a 1.77b 0.092 <0.001 <0.001 <0.001 0.06 <0.01 
 18:3n-3 0.72bc 1.33a 0.79b 0.69c 0.77b 0.86b 1.66a 0.92b 0.89b 0.88b 0.030 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 20:0 0.11c 0.13b 0.17a 0.18a 0.17a 0.08b 0.09b 0.12a 0.12a 0.12a 0.005 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 0.13 
 cis-9 20:1 0.11c 0.12c 0.14b 0.16a 0.14b 0.09b 0.08c 0.11a 0.11a 0.10a 0.004 <0.001 <0.001 <0.001 0.02 0.05 
 cis-11 20:1 0.05d 0.05cd 0.07b 0.12a 0.06c 0.04c 0.03c 0.06b 0.08a 0.03c 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.11 
 20:3n-6 0.06a 0.04c 0.05ab 0.05bc 0.06a 0.06a 0.05c 0.07a 0.05bc 0.06ab 0.003 <0.001 0.14 <0.01 0.05 0.36 
 20:4n-3 0.05b 0.07a 0.05b 0.04c 0.05b 0.05c 0.08a 0.06b 0.05c 0.06b 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.12 
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  Year 1 (2007/2008-n=58)1 Year 2 (2008/2009-n=35)1  P-value 
  Treatment2 Treatment2  

Treatment Year Week 
(Year)1 

Treatment 
*Year 

Treatment 
*Week Item CTL EL ER FRM WR CTL EL ER FRM WR SEM 

 20:4n-6 0.08a 0.05d 0.07b 0.06c 0.07b 0.08a 0.05c 0.08a 0.06b 0.08a 0.003 <0.001 0.10 <0.01 0.08 0.19 
 20:5n-3 0.07bc 0.08a 0.06c 0.05d 0.07ab 0.06cd 0.10a 0.07bc 0.06d 0.08b 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 0.04 
 22:0 0.05c 0.05bc 0.05ab 0.06a 0.07a 0.04b 0.04b 0.04b 0.05b 0.05a 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 0.35 0.19 
 cis-13 22:1 +20:3n-3 0.03 0.04 0.03 0.04 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.002 0.07 <0.001 <0.001 0.01 0.31 
 22:5n-3+26:0 0.15b 0.15ab 0.14bc 0.13c 0.17a 0.15a 0.17a 0.15a 0.12b 0.15a 0.006 <0.001 0.99 <0.001 0.06 0.65 
 cis-14 23:1 0.05a 0.04b 0.04b 0.04b 0.05a 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.002 <0.01 <0.001 <0.001 0.09 0.18 
 24:0 0.03b 0.04ab 0.04bc 0.04bc 0.04a 0.03b 0.03b 0.03b 0.03b 0.04a 0.002 <0.01 <0.001 <0.001 0.39 0.72 
 Σ unidentified FA 0.16b 0.22a 0.19ab 0.22a 0.21a 0.41ab 0.44a 0.39ab 0.42a 0.36b 0.016 0.05 <0.001 <0.001 0.08 0.41 
 Σ Saturated FA 57.5a 50.8c 53.9b 49.3c 57.6a 59.3a 54.0bc 55.9b 51.7c 60.0a 0.91 <0.001 <0.001 <0.001 0.63 0.02 
 Σ OBCFA7 4.7a 3.9c 3.9c 3.7d 4.4b 4.6a 3.9b 3.8b 3.9b 4.3a 0.07 <0.001 0.40 <0.001 <0.01 <0.01 
 Σ Monounsaturated FA 35.3c 40.3b 39.5b 43.6a 36.2c 32.3c 36.1b 36.3b 39.6a 32.8c 0.78 <0.001 <0.001 <0.001 0.57 0.01 
 Σ non-VA & RA trans FA8 3.7c 6.6a 4.8b 7.0a 3.6c 4.8c 6.5a 5.4b 6.9a 3.9d 0.14 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 Σ Trans FA 9.4b 12.1a 8.9b 12.5a 7.7c 11.8c 13.0b 11.1c 14.3a 9.5d 0.33 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 0.14 
 Σ Polyunsaturated FA 5.6b 6.9a 5.0cd 5.3bc 4.7d 6.6bc 7.8a 6.2c 6.9b 5.6d 0.16 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 <0.01 
1Measured 3 times per year on calendar weeks 23, 28 and 36, and 23, 27 and 36 during years 1 and 2, respectively. 
2Cows offered free access to pasture and 4.5 kg DM/d of concentrates containing no oilseed supplement (control, CTL, n= 12 and 7 during years 1 and 2, respectively), or an 
estimated amount of 2.5% of oil in diet DM from extruded linseeds (EL, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively), extruded rapeseeds (ER, n=12 and 4 during years 1 and 2, 
respectively), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM, n=10 and 8 during years 1 and 2, respectively) or whole unprocessed rapeseeds (WR, n=12 and 8 during years 1 and 2, 
respectively). 
3Contains 3,7,11,15-tetramethyl-16:0 as a minor component. 
4Sum of cis-7, -10, -11, -13 16:1 and trans-6,-7,-8, -11,-12, -14 16:1. 
5Sum of 18:2 fatty acids, excluding isomers of CLA (conjugated linoleic acid). 
6Contains trans-7,cis-9 CLA and trans-8,cis-10 CLA as minor components. 
7Sum of odd- and branched-chain fatty acids. 
8Sum of trans FA, except trans-11 18:1 (VA) and cis-9,trans-11 CLA (RA). 
a,b,c,d,eWithin year, means with different letters differ at P < 0.05. 

Table 5. Continued 
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Outdoor period (Tables 5, 6; Figures 2, 3 
and 4; Table 8 [online supporting material]). 
Treatments induced similar changes in milk 
total SFA, individual SFA (other than 4:0, 
6:0, 7:0, 8:0, 11:0, 15:0 anteiso, 15:0 iso, 
17:0 anteiso, and 20:0 for which effects were 
less pronounced), MUFA, and cis 18:1 
concentrations during both outdoor feeding 
periods. However, compared to the first 
outdoor period, EL, ER, and FRM had less 
marked effects on milk total OBCFA, cis-9 
20:1, cis-11 20:1, trans 18:1, and trans FA 
concentrations. Moreover, WR did not affect 
total OBCFA, but decreased total trans 18:1, 
trans 18:2, trans FA, and PUFA to a greater 
extent during the second than first outdoor 
period. Additionally, concentrations of 
18:2n-6 and n-3 PUFA were increased by EL 
to a greater extent during the second than 
first outdoor period. 

In contrast to the first outdoor period, EL 
decreased trans-10 18:1, ER had no effect on 
it, while EL decreased cis-9,trans-11 CLA to 
a much greater extent. Increases in all other 
RBH intermediates to EL, ER, and FRM 
were lower during the second than first 
outdoor period, with the exception of trans-
6,-7,-8 16:1, cis-11, -12, -13 18:1, trans-11 
18:1, and trans-12,cis-15 18:2. Conversely, 
WR decreased trans-11,-12 16:1, cis-15 18:1, 
trans-6,-7,-8, -9, -12 18:1, cis-9,trans-13 
18:2, and cis-9,trans-14 18:2 in the second, 
but not first outdoor feeding period. 

 
Lipolysis and Sensory Properties of Milk 

Irrespective of study year, milk FFA 
concentration after 28 h storage at 4°C was 
higher during outdoor than indoor periods 
(Tables 3 and 5). Compared with the CTL, 
milk FFA concentration was lower for FRM 
and WR during the second indoor period, for 
WR during the first outdoor period, and for 
ER, FRM, and WR during the second 
outdoor period (Tables 3 and 5). During the 
second outdoor period, oilseed treatments 
had no significant effects on milk sensorial 
properties (texture and flavor) when 
compared with the CTL (18, 19, 18, and 17 

correct answers out of a total of 48, for EL, 
ER, FRM, and WR, respectively). 

 
DISCUSSION 

 
Numerous experiments have examined the 

impact of oilseeds on milk FA composition 
(Chilliard et al., 2007), but few have 
considered the persistency of these changes 
over an extended period. Novel aspects of the 
present study include a detailed assessment 
of the impact of dietary oilseed supplements 
on milk FA composition over 2 consecutive 
lactations. 

 
Milk Fatty Acid Composition 

Effects of Indoor vs. Outdoor Period. 
Milk from cows housed indoors and fed 
conserved forages contained higher 
concentrations of SFA synthesized de novo 
and lower concentrations of unsaturated FA, 
cis-9 18:1, trans-11 18:1, and cis-9,trans-11 
CLA in particular (Figure 1). These findings 
are in accordance with the known impact of 
grazing and forage conservation on milk FA 
composition (Chilliard et al., 2007). 
Irrespective of treatment, milk produced 
during the first outdoor period had a lower 
content of 18:3n-3 compared with the first 
indoor period, despite the higher 18:3n-3 
content of fresh grass compared with grass 
silage and grass hay (Table 1). This 
phenomenon may, at least in part, be 
explained by lower RBH of 18:3n-3 in hay 
than fresh grass resulting in a higher 
efficiency of 18:3n-3 transfer from the diet 
into milk during the indoor than outdoor 
period (Chilliard et al., 2007). 

Effects of Oilseed Source (EL vs. ER) 
During Year 1. Both EL (3.2% of added oil 
in DMI) and ER (2.9% of added oil in DMI) 
consistently decreased FA synthesized de 
novo, total SFA, and OBCFA, and increased 
18:0, total cis 18:1, trans 18:1, and MUFA 
concentrations. Changes in milk FA 
composition to EL during the indoor period 
were similar, but of higher magnitude 
compared with reports in cows fed hay-based 
diets supplemented with EL supplying 2.2% 
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Figure 4. Concentrations of A) cis-9 18:1, B) 18:2n-6, C) 18:3n-3, and D) trans-11,cis-15 18:2 in milk fat from cows 
housed indoors and fed grass silage and grass hay-based diets or maintained on pasture outdoors ( ---- ) over two 
consecutive lactations. Cows received diets containing no additional lipid (Control diet,   ■    n=12 during first year and 
7 during second year), or 2.5 to 5.1% of oil in diet dry matter from extruded linseeds ( ...♦...  n=12 during first year and 
8 during second year), extruded rapeseeds ( --∆-- n=12 during first year and 4 during second year), cold-pressed fat-rich 
rapeseed meal ( ___ □ ___ n=10 during first year and 8 during second year) or whole unprocessed rapeseeds ( __ ..○.. __ 
n=12 during first year and 8 during second year). Each point represents treatment least square means. Error bars indicate 
SEM calculated from 2 intra-period (indoor and outdoor) statistical model (refer to Statistical Analysis in the Materials 
and Methods). P values are reported in Tables 3 to 6. 
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Table 6. Effect of oilseeds in dairy cow diets over two consecutive lactations on 18:1 and nonconjugated 18:2 fatty acids during both outdoor periods 
  Year 1 (2007/2008-n=58)1 Year 2 (2008/2009-n=35)1  P-value 

Fatty acid 
(g/100g of fatty acids) 

Treatment2 Treatment2  
Treatment Year Week 

(Year)1 
Treatment 

*Year 
Treatment 

*Week CTL EL ER FRM WR CTL EL ER FRM WR SEM 
 cis-9 18:13 23.6d 27.6bc 28.4ab 29.3a 26.3c 18.9c 22.7ab 23.3a 24.1a 21.8bc 0.61 <0.001 <0.001 <0.001 0.90 0.02 
 cis-11 18:1 0.84c 0.87bc 0.97ab 1.01a 0.93b 0.72d 0.82bc 0.90ab 0.94a 0.81c 0.024 <0.001 <0.001 <0.01 0.03 0.05 
 cis-12 18:1 0.20d 0.37a 0.23c 0.27b 0.16e 0.23c 0.36a 0.29b 0.32b 0.18d 0.009 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.02 
 cis-13 18:1 0.11c 0.13b 0.13b 0.16a 0.09d 0.12b 0.13b 0.12b 0.16a 0.07c 0.005 <0.001 0.51 <0.001 0.21 0.56 
 cis-15 18:1 +19:0 0.19d 0.36a 0.23c 0.29b 0.21d 0.24c 0.37a 0.25c 0.30b 0.22d 0.007 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 cis-16 18:14 0.09c 0.13a 0.11b 0.12a 0.09c 0.08b 0.12a 0.09b 0.12a 0.07c 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 0.31 0.21 
 trans-4 18:1 0.03d 0.04c 0.06b 0.08a 0.03d 0.02b 0.03b 0.05a 0.05a 0.02b 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 
 trans-5 18:1 0.02d 0.04c 0.05b 0.08a 0.03d 0.02cd 0.03c 0.04b 0.05a 0.02d 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 
 trans-6, -7, -8 18:1 0.35c 0.56b 0.61b 1.04a 0.36c 0.39c 0.43c 0.57b 0.81a 0.33d 0.021 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 
 trans-9 18:1 0.31c 0.49b 0.49b 0.76a 0.32c 0.31d 0.37c 0.44b 0.58a 0.25e 0.017 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 trans-10 18:1 0.40c 0.42bc 0.46b 0.89a 0.27d 0.53b 0.41c 0.53b 0.80a 0.27d 0.021 <0.001 0.10 0.20 <0.001 <0.01 
 trans-11 18:1 3.76a 3.78a 2.82b 3.78a 2.87b 4.58a 4.47a 3.85b 5.01a 3.89b 0.178 <0.001 <0.001 <0.001 0.25 0.02 
 trans-12 18:1 0.42d 0.73b 0.58c 0.84a 0.37d 0.54d 0.73b 0.65c 0.87a 0.42e 0.019 <0.001 <0.001 <0.01 <0.001 <0.001 
 trans-13, -14 18:1 0.64d 1.48a 0.89c 1.28b 0.66d 0.90d 1.55a 1.12c 1.37b 0.78d 0.037 <0.001 <0.001 <0.01 0.01 0.05 
 trans-16 18:15 0.36e 0.65a 0.49c 0.58b 0.40d 0.43d 0.65a 0.48c 0.56b 0.39d 0.013 <0.001 0.18 0.07 <0.001 <0.001 
 18:2n-66 1.52a 1.55a 1.57a 1.40b 1.34b 1.43b 1.56a 1.50ab 1.51ab 1.20c 0.038 <0.001 0.03 <0.001 <0.001 <0.001 
 cis-12,cis-15 18:2 0.01b 0.07a 0.01b 0.00b 0.01b 0.02b 0.06a 0.02b 0.02b 0.02b 0.003 <0.001 <0.001 0.02 <0.001 <0.001 
 cis-9,trans-13 18:27 0.28d 0.55a 0.34c 0.47b 0.24d 0.38c 0.57a 0.40c 0.53b 0.28d 0.015 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 <0.01 
 cis-9,trans-14 18:2 0.13d 0.24a 0.15c 0.20b 0.12d 0.16c 0.24a 0.17c 0.21b 0.12d 0.007 <0.001 <0.01 <0.001 0.08 <0.01 
 trans-11,cis-15 18:2 0.25bc 0.54a 0.21d 0.22cd 0.27b 0.42bc 0.61a 0.38c 0.41c 0.46b 0.014 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
 trans-12,cis-15 18:28 0.02b 0.05a 0.02b 0.02b 0.02b 0.03b 0.05a 0.03b 0.03b 0.02b 0.002 <0.001 <0.001 0.02 0.21 <0.001 
 trans-11,trans-15 18:2 0.07b 0.11a 0.05c 0.05c 0.07b 0.09bc 0.12a 0.08c 0.10b 0.10b 0.004 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
1Measured 3 times per year on calendar weeks 23, 28, and 36, and 23, 27, and 36 during years 1 and 2, respectively. 
2Cows offered free access to pasture and 4.5 kg DM/d of concentrates containing no oilseed supplement (control, CTL, n= 12 and 7 during years 1 and 2, respectively), or an estimated 
amount of 2.5% of oil in diet DM from extruded linseeds (EL, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively), extruded rapeseeds (ER, n=12 and 4 during years 1 and 2, respectively), cold-
pressed fat-rich rapeseed meal (FRM, n=10 and 8 during years 1 and 2, respectively) or whole unprocessed rapeseeds (WR, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively). 
3Contains cis-10 18:1 and trans-15 18:1 as minor components. 
4Co-elutes with cis-9,trans-12 18:2. 
5Contains cis-14 18:1 as a minor component. 
6Contains cis-9,cis-15 18:2 and cis-9 19:1 as minor components. 
7Contains cis-10,trans-14 18:2 as a minor component. 
8Contains cis-11 19:1 as a minor component. 
a,b,c,d,eWithin year, means with different letters differ at P < 0.05.
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of oil in DM (Egger et al., 2007), but of 
lower magnitude relative to reports in cows 
fed corn silage- and corn/grass silage-based 
diets supplemented with EL supplying 
between 4.7 to 5.8 % of oil in DM (Gonthier 
et al., 2005, Akraim et al., 2007, Chilliard et 
al., 2009, Ferlay et al., 2010). Supplements of 
ER (2.0% of oil in DMI) of a corn silage-
based diet (Bayourthe et al., 2000) were also 
reported to induce similar effects on milk fat 
composition, but the extent of alterations 
were lower compared with the ER treatment 
during the indoor period in this study. 
Differences in the magnitude of the 
responses between the present and earlier 
studies are probably related to both the level 
of supplementation and the composition of 
the basal diet. Thus far, there are no reports 
on the impact of EL or ER supplements on 
milk FA composition in grazing cows. 

Supplements of EL increased milk trans-
11,-12 16:1, cis-12, -15 18:1, trans-12 to 
trans-16 18:1, trans 18:2 (especially ∆11,15 
18:2), and 18:3n-3 to a greater extent than 
ER, while the reverse was true for milk 
trans-4 to trans-9 18:1 contents. Similar 
effects associated with the source (linseed vs. 
rapeseed) of oilseed in the diet have been 
observed in cows fed conserved grass forages 
supplemented with ground seeds or fat-rich 
meals (Collomb et al., 2004, Mihhejev et al., 
2007), or due to dietary oil supplements in 
cows at pasture (Rego et al., 2009). The 
impact of oilseed source on milk 18-carbon 
FA composition can, at least in part, be 
explained by differences in the profile of 
intermediates formed during the RBH of cis-
9 18:1 and 18:3n-3 in the rumen (Palmquist 
et al., 2005, Shingfield et al., 2010) that after 
absorption serve as substrates for milk fat 
synthesis. Furthermore, ER increased 20:0, 
cis-9 20:1, and cis-11 20:1 to a greater extent 
than EL consistent with earlier reports 
(Collomb et al., 2004, Rego et al., 2009), 
which arises from the higher 20:0 and cis-11 
20:1 content of rapeseed than linseed. 

The impact of both EL and ER on milk 
FA composition was lower during the 
outdoor than indoor period. This could be 

explained, at least in part, by the lower 
amount of oil provided from oilseed 
supplements during the outdoor than indoor 
period (440 vs. 410 and 595 vs. 574 g/d of oil 
from EL vs. ER during outdoor and indoor 
periods, respectively). Compared with the 
CTL during indoor period, the decreases in 
milk FA synthesized de novo and the 
increases in 18-carbon FA induced by both 
pasture feeding and EL or ER 
supplementation were only partially additive. 
This may be related to the content of total 18-
carbon FA in milk being unable to exceed a 
threshold estimated as ca. 52% of total FA 
(Glasser et al., 2008b). It has been suggested 
that such a limitation arises from an intrinsic 
requirement for a high proportion of short-
chain FA to be esterified at sn-3 during the 
final assembly of milk fat triacylglycerides 
(Glasser et al., 2008b). However, in the 
present study, the total 18-carbon FA content 
of milk fat in cows fed EL and ER during the 
outdoor period (57.4 and 54.1% of FA, 
respectively) exceeded this notional 
threshold, without decreasing milk fat 
content and yield. 

Compared with the CTL, ER decreased 
milk trans-11 18:1, while EL and ER 
decreased cis-9,trans-11 CLA at pasture. 
However, other RBH intermediates in milk 
(especially cis-12 18:1, cis-15 18:1, and 
trans-13,-14 18:1) were increased on EL and 
ER compared with the CTL. These changes 
in milk FA may reflect the lower content of 
highly fermentable starch (especially from 
pelleted wheat) in the EL and ER 
concentrates relative to the CTL (-30.1 and -
28.5% on a DM basis, respectively; Table 1) 
which may have contributed to a more 
complete RBH of dietary unsaturated FA 
resulting in more extensive reduction of 
trans-11 18:1 to 18:0 in the rumen. Indeed, 
intakes of trans-11 18:1 precursors from the 
diet were relatively high even for the CTL 
diet (predicted combined intakes of 18:2n-6 
and 18:3n-3 according to INRA (2007) and 
analysis of feed samples of 330, 580, and 430 
g/d for CTL, EL, and ER, respectively). A 
relatively high ingestion of PUFA on the 
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CTL diet, combined with a higher starch 
content, may account for the greater 
abundance of trans-11 18:1 plus cis-9,trans-
11 CLA in milk for the CTL compared with 
EL and ER treatments. However, the 
responses to ER in the present experiment 
differ from previous studies (Stanton et al., 
1997, Lawless et al., 1998, Fearon et al., 
2004), where supplements of ground or 
pelleted rapeseeds (400 to 600 g/d of added 
oil) increased milk cis-9,trans-11 CLA 
content in grazing cows. Discrepancies on 
the role of oilseed supplements on milk fat 
CLA content between this and earlier 
experiments may be related to cows being 
offered pasture as the sole feed (Stanton et 
al., 1997), or the use of concentrates 
containing none (Lawless et al., 1998) or low 
amounts of starch (Fearon et al., 2004). 

Effects of Rapeseed Form (ER vs. FRM 
vs. WR) During Year 1. During the outdoor 
period, changes in milk FA composition to 
all rapeseed treatments persisted over a 13-
week period consistent with reports of stable 
milk iodine values over 18-weeks in cows at 
pasture supplemented with pelleted rapeseeds 
(Fearon et al., 2004). 

For both indoor and outdoor periods, 
rapeseed treatments decreased milk FA 
synthesized de novo, and increased 18:0 and 
total cis 18:1 content. In addition, FRM and 
to a lesser extent ER, decreased total OBCFA 
in milk, and increased total [non-trans-11 
18:1, non-cis-9,trans-11 CLA] trans FA 
concentrations. Similar changes, but of lower 
magnitude, have been reported for FRM 
(Mihhejev et al., 2007) and WR (Murphy et 
al., 1990) supplements in cows fed grass 
silage-based diets. Larger responses in the 
present experiment are probably due to the 
higher amount of oil supplied from oilseeds 
of 3.2-3.7% compared with 2.5-2.7% in 
earlier investigations (Murphy et al., 1990; 
Mihhejev et al., 2007). In the present study, 
direct comparisons indicated that rapeseed 
treatments resulted in similar alterations in 
milk FA composition, but the extent of 
changes to FRM was higher than for ER and 
WR. Such differences may, at least in part, 

be explained by the higher supply of oil from 
FRM relative to ER and WR (3.7, 3.2, and 
3.2% of oil in DMI during indoor period, and 
550, 410 and 460 g/d of oil during outdoor 
period for FRM, ER, and WR, respectively). 
However, this in isolation may not fully 
account for the observed changes in milk FA 
composition. It is probable that oil from 
FRM may be more available in the rumen 
compared with extruded or whole rapeseeds, 
a finding supported by the higher 
concentrations of RBH intermediates in milk 
for FRM. The same explanation may also 
hold true for the observed differences in milk 
FA responses to ER and WR. Oil from whole 
rapeseeds is known to be released slowly in 
the rumen owing to the resistance of the 
lignified seed coat to ruminal degradation 
(Murphy et al., 1990). Such a phenomenon 
may account for supplements of processed 
rapeseeds (milled, ground or extruded) 
induce larger changes in milk FA 
composition than intact rapeseeds (Murphy et 
al., 1990, Bayourthe et al., 2000, Givens et 
al., 2009). Responses to rapeseed treatments 
in the present experiment are also in 
agreement with the ranking (largest to 
smallest) of decreases in de novo FA and 
increases in 18:0, total cis 18:1, and trans FA 
in milk to linseed oil, extruded linseeds, and 
whole intact linseeds (Chilliard et al., 2009). 

Among the rapeseed supplements fed in 
the outdoor period, only the FRM treatment 
maintained rather than decreased milk trans-
11 18:1 and cis-9,trans-11 CLA content. This 
could be related to the level of highly-
fermentable starch contained in pelleted 
wheat being 3 times higher in FRM than ER 
and WR concentrates, and thus closer in 
composition to the CTL treatment. As a 
consequence, rumen environment may well 
have been more similar between FRM and 
the CTL, leading to fewer changes in the 
extent of trans-11 18:1 accumulation or 
reduction in the rumen compared with other 
rapeseed treatments (see above). 

Effects of Oilseed During Year 2. The 
effects of oilseed treatments on milk FA 
composition persisted over the indoor (6 
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weeks) and outdoor (13 weeks) periods. 
Changes in milk FA composition to 
supplements of ground rapeseeds (3.1% of 
added oil in DMI) in cows fed grass silage-
based diets have been reported to be 
maintained over a 21-week period (Moss, 
2002), but the determination of milk fat 
composition only included 5 individual FA 
and 2 classes of FA. 

Milk produced during the second indoor 
period contained higher concentrations of 
trans FA compared with the first indoor 
period. This extent of differences between 
feeding periods was greatest for EL, and 
higher for ER than FRM. Compared to the 
CTL, ER and especially EL, increased milk 
trans-10 18:1 and 18:3n-3 to a greater extent, 
and enriched 18:0 to a lesser extent during 
the second than first indoor period. These 
differences cannot be entirely explained by 
marginal differences in the amount of oil 
supplied from EL and ER between the 2 
indoor periods (+0.3% and +0.7% for EL and 
ER, respectively). It is possible that 
interactions between oilseed supplements and 
dietary starch content may be responsible. A 
higher dietary starch content for CTL, ER, 
and EL in particular, may have induced a 
lower rumen pH during the second than first 
indoor period (Lerch et al., 2012). A low 
rumen pH can affect both type and activity of 
bacteria capable of RBH, decrease the extent 
of 18:3n-3 biohydrogenation, increase trans 
18:1, and trans 18:2 accumulation, and 
promote trans-10 18:1 production (Palmquist 
et al., 2005). Earlier studies have provided 
clear evidence of a strong interaction 
between dietary linseed oil (3% of oil in DM) 
supplementation and dietary starch (6.6 vs. 
21.1% in DM) content (Loor et al., 2005). 
The extent of interactions between linseed 
supplementation and dietary starch content 
determined in the present and an earlier study 
(Loor et al., 2005) are also in line with recent 
observations in which linseed oil caused a 
larger increase in milk trans 18:1 
concentration than extruded linseeds 
(Chilliard et al., 2009). 

Oilseed treatments had similar, but 
marginally lower effects on milk FA during 
the second than first outdoor period. 
Interactions between year and treatments 
could be explained by a higher pasture intake 
during the second than first outdoor period, 
since the increase in the average parity of the 
herd was probably associated with an 
increase in DMI (INRA, 2007), as could be 
expected by the higher milk production 
during the second than first outdoor period 
(+4.7 kg/day/cow for CTL, Table 5). 

 
Lipolysis and Sensory Properties of Milk 

Irrespective of study year, milk FFA 
concentrations after 28 h storage at 4°C were 
higher during the outdoor than indoor 
periods. These differences are probably 
unrelated to dietary forage source, since milk 
fat lipolysis was reported to be higher for 
diets containing grass silage compared with 
pasture- or grass hay (Chazal et al., 1987). It 
is probable that more extensive lipolysis of 
fat identified for milk produced at pasture is 
related to the more advanced stage of 
lactation and/or pregnancy (Chazal and 
Chilliard, 1986), rather than due to 
differences in diet composition. 

During the second year, all rapeseed 
treatments decreased milk fat lipolysis, in 
accordance with the known effects of dietary 
plant oil supplements (Chilliard and 
Lamberet, 1984). However, EL did not affect 
milk fat lipolysis in the present study, 
whereas higher amounts of EL (5.0% of oil 
in DMI, Ferlay et al, 2010) supplements in 
cows fed corn silage-based diets lowered this 
parameter (Martin et al., unpublished data). 

For the second outdoor period, treatments 
had no effect on the sensorial properties of 
raw milk, despite the differences in milk fat 
unsaturated FA content. These results are 
consistent with no changes in the sensory 
attributes of milk in response to supplements 
of formaldehyde treated rapeseeds (3% of oil 
in diet DM) of concentrate-based diets 
(Urquhart et al., 1984) or EL 
supplementation (5% of oil in diet DM) of 
corn silage-based diets (Martin et al., 2009). 
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CONCLUSIONS 

 
Dietary oilseed supplements altered milk 

FA composition, changes that persisted over 
2 consecutive lactations, and reproducible 
between both outdoor periods. Within each 
period, EL and ER induced similar decreases 
in FA synthesized de novo and total OBCFA, 
and comparable increases in 18:0 and cis-9 
18:1 relative to the CTL. However, EL 
resulted in higher enrichment of 18:3n-3, cis-
9,trans-11 CLA (only during indoor periods), 
and total trans FA compared with ER. 
Distribution of cis 18:1, trans 18:1, and 18:2 
nonconjugated isomers was dependent on the 
source of oilseed, but for rapeseed 
supplements independent of processing. 
Similar effects on milk FA composition were 
observed for all rapeseed treatments, but the 
magnitude of changes was highest for FRM, 
and greater for ER than WR. 

Important and biologically significant 
interactions between the composition of the 
basal diet (preserved grass vs. pasture; starch 
content in the diet) and oilseed 
supplementation were observed. During the 
outdoor periods, EL, ER, and WR treatments 
decreased milk cis-9,trans-11 CLA content 
compared with the CTL, probably because of 
a lower dietary starch content. Furthermore, 
the higher starch content of diets during the 
second indoor period appeared to explain the 
larger increase in total trans FA, particularly 
trans-10 18:1, in milk from cows fed the EL 
and ER treatments. 

Oilseed supplements examined in this 
study may improve the nutritional value of 
milk fat, particularly in cows fed diets based 
on conserved forages containing relatively 
low amounts of starch. Nevertheless, 
irrespective of the composition of the basal 
diet, EL and FRM increased milk total trans 
FA, and altered the profile and relative 
abundance of cis and trans FA. Further 
research is required to identify and 
characterize the underlying mechanisms 
responsible for the interactions between the 
basal diet and oilseed supplements, and the 

influence of these factors on the profile of 
conjugated FA in milk fat. 
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Online-only data supplements - Table 7. Effect of oilseeds in dairy cow diets over two consecutive lactations on milk odd- and branched-chain and minor 16:1 
fatty acid (g/100g of fatty acids) composition during both indoor periods 
  Year 1 (2007/2008-n=58)1 Year 2 (2008/2009-n=35)1  P-value 
  Treatment2 Treatment2  Treatment Year Week 

(Year)1 
Treatment 

*Year 
Treatment

*Week Item CTL EL ER FRM WR CTL EL ER FRM WR SEM 
 5:0 0.03 0.02 0.02 0.03 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.002 0.60 <0.001 0.18 0.31 0.15 
 7:0 0.03a 0.02b 0.02b 0.02b 0.02b 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02 0.002 <0.01 <0.01 0.23 0.77 0.14 
 9:0 0.03a 0.02c 0.02c 0.02c 0.02b 0.03a 0.02bc 0.02bc 0.01c 0.02b 0.002 <0.001 <0.01 <0.01 0.65 0.24 
 11:0 0.06a 0.03c 0.03c 0.03c 0.04b 0.05a 0.03bc 0.03bc 0.03c 0.04b 0.003 <0.001 0.09 0.05 0.53 0.21 
 13:0 anteiso 0.01 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.001 0.65 0.03 0.12 0.57 0.37 
 13:0 iso 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.001 0.66 0.49 <0.001 0.22 0.88 
 14:0 iso 0.12c 0.13b 0.13b 0.12bc 0.15a 0.08b 0.07c 0.09ab 0.09ab 0.09a 0.004 <0.001 <0.001 0.34 <0.001 0.27 
 15:0 1.19b 1.06c 1.08c 1.01c 1.26a 1.07a 0.86c 0.93bc 0.86c 1.00ab 0.024 <0.001 <0.001 <0.01 0.12 0.80 
 15:0 anteiso 0.52ab 0.50bc 0.48cd 0.46d 0.55a 0.52a 0.47b 0.46b 0.45c 0.50ab 0.011 <0.001 0.02 <0.001 0.30 0.09 
 15:0 iso 0.28b 0.28b 0.27bc 0.26c 0.32a 0.26ab 0.21c 0.25ab 0.24b 0.27a 0.007 <0.001 <0.001 0.22 <0.01 0.05 
 trans-5 15:1 0.04b 0.05ab 0.05ab 0.05b 0.06a 0.03a 0.02b 0.03a 0.04a 0.03a 0.002 <0.01 <0.001 0.32 <0.001 0.90 
 16:0 iso 0.28b 0.28b 0.27bc 0.26c 0.32a 0.26ab 0.21c 0.25ab 0.24b 0.27a 0.007 <0.001 <0.001 0.22 <0.01 0.05 
 cis-7 16:13 0.16 0.17 0.17 0.17 0.17 0.18 0.16 0.18 0.18 0.18 0.006 0.75 0.08 0.04 0.48 <0.01 
 trans-6, -7, -8 16:1 0.02c 0.03bc 0.03ab 0.04a 0.03ab 0.04b 0.05a 0.05a 0.05a 0.04b 0.002 <0.001 <0.001 0.25 0.07 0.05 
 trans-9 16:1 + 17:0 iso 0.44c 0.49a 0.46bc 0.48ab 0.48ab 0.52c 0.58a 0.53bc 0.56ab 0.45d 0.010 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.25 
 trans-11, -12 16:1 0.02c 0.06a 0.04b 0.05a 0.02c 0.04c 0.12a 0.07b 0.07b 0.04c 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.02 
 Σ other 16:14 0.18a 0.15b 0.15b 0.13b 0.18a 0.12 0.11 0.10 0.10 0.10 0.008 <0.01 <0.001 0.05 0.10 0.64 
 17:0 0.65a 0.54c 0.54c 0.51d 0.62b 0.64a 0.52c 0.51c 0.52c 0.56b 0.008 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01 0.15 
 17:0 anteiso 0.42a 0.40ab 0.38b 0.38b 0.41a 0.46a 0.42b 0.38c 0.41bc 0.39c 0.008 <0.001 <0.01 <0.001 <0.01 0.14 
 cis-7 17:1 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.03 0.02 0.02 0.02 0.03 0.002 0.26 <0.01 0.09 0.80 0.12 
 cis-8 17:1 0.06 0.06 0.07 0.06 0.07 0.06 0.05 0.06 0.06 0.06 0.003 0.12 0.06 <0.001 0.13 0.03 
 cis-9 17:1 0.21a 0.18b 0.18b 0.17b 0.21a 0.23a 0.18b 0.16b 0.16b 0.18b 0.007 <0.001 0.08 <0.001 0.05 0.18 
 18:0 iso 0.07bc 0.08a 0.07b 0.06c 0.08a 0.05b 0.06a 0.05b 0.05b 0.05b 0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.88 
 11-cyclohexyl-11:0 0.13a 0.09c 0.10bc 0.10c 0.11b 0.13a 0.09b 0.10b 0.09b 0.09b 0.004 <0.001 0.35 0.18 0.52 <0.01 
 cis-10 19:1 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.04 0.03 0.002 0.19 0.95 <0.001 0.63 0.84 
1Measured twice-yearly on weeks 10±2.4 and 20±3.3, and 12±1.9 and 18±5.0 of lactation for years 1 and 2, respectively. 
2Cows received diets based on grass silage and grass hay (forage:concentrate ratio on DM basis 70:30 and 60:40 for years 1 and 2, respectively) containing no oilseed supplement (control, CTL, 
n=12 and 7 during years 1 and 2, respectively), or 2.9 to 5.1% of oil in diet DM from extruded linseeds (EL, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively), extruded rapeseeds (ER, n=12 and 4 
during years 1 and 2, respectively), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM, n=10 and 8 during years 1 and 2, respectively) or whole unprocessed rapeseeds (WR, n=12 and 8 during years 1 and 
2, respectively). 
3Contains cis-8 16:1 as a minor component. 
4Sum of cis-10, -11, -13 16:1 and trans-14 16:1. 
a,b,c,d,eWithin year, means with different letters differ at P < 0.05.



 

 

Online-only data supplements - Table 8. Effect of oilseeds in dairy cow diets over two consecutive lactations on milk odd- and branched-chain and minor 16:1 
fatty acid (g/100g of fatty acids) composition during both outdoor periods 
  Year 1 (2007/2008-n=58)1 Year 2 (2008/2009-n=35)1  P-value 
  Treatment2 Treatment2  Treatment Year Week 

(Year)1 
Treatment 

*Year 
Treatment 

*Week Item CTL EL ER FRM WR CTL EL ER FRM WR SEM 
 5:0 0.02 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.001 0.18 0.08 <0.001 0.46 0.71 
 7:0 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02a 0.02b 0.02b 0.01b 0.02b 0.001 <0.01 <0.001 <0.001 0.01 0.73 
 9:0 0.02a 0.01bc 0.01bc 0.01c 0.02b 0.03a 0.02b 0.02b 0.02b 0.02b 0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.37 0.86 
 11:0 0.04a 0.02bc 0.03bc 0.02c 0.03b 0.06a 0.04b 0.03b 0.03b 0.04b 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 0.02 0.09 
 13:0 anteiso 0.02a 0.02b 0.02b 0.02b 0.02b 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.001 0.04 <0.001 <0.01 0.17 0.79 
 13:0 iso 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.05 0.07 0.06 0.005 0.36 0.42 0.68 0.38 0.51 
 14:0 iso 0.13b 0.12c 0.13bc 0.11d 0.14a 0.12b 0.11bc 0.11bc 0.11c 0.14a 0.004 <0.001 <0.001 <0.01 0.07 <0.01 
 15:0 1.17a 1.00c 1.00c 0.97c 1.10b 1.25a 1.05c 1.05c 1.07c 1.17b 0.023 <0.001 <0.001 <0.001 0.32 <0.001 
 15:0 anteiso 0.77a 0.58c 0.56c 0.51d 0.64b 0.70a 0.59b 0.58b 0.59b 0.69a 0.018 <0.001 0.09 <0.001 <0.001 0.01 
 15:0 iso 0.34a 0.29b 0.30b 0.26c 0.35a 0.30b 0.28b 0.29b 0.28b 0.35a 0.009 <0.001 0.08 <0.001 <0.01 0.02 
 trans-5 15:1 0.05b 0.05bc 0.05b 0.04c 0.06a 0.05b 0.05b 0.05b 0.05b 0.06a 0.002 <0.001 0.39 <0.001 0.31 0.08 
 16:0 iso 0.33a 0.30b 0.30b 0.28c 0.33a 0.31a 0.28b 0.27b 0.28b 0.32a 0.007 <0.001 <0.001 <0.001 0.34 0.11 
 cis-7 16:13 0.28 0.26 0.29 0.28 0.28 0.26 0.25 0.26 0.28 0.28 0.008 0.13 <0.01 <0.001 0.22 0.11 
 trans-6, -7, -8 16:1 0.04c 0.04bc 0.05b 0.06a 0.04c 0.05bc 0.04c 0.05ab 0.06a 0.04c 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 0.31 0.99 
 trans-9 16:1 + 17:0 iso 0.83a 0.76b 0.68c 0.81a 0.68c 0.78ab 0.74bc 0.69c 0.82a 0.71c 0.021 <0.001 0.76 <0.001 0.06 <0.01 
 trans-11, -12 16:1 0.05d 0.10a 0.06c 0.09b 0.04d 0.06b 0.09a 0.06b 0.08a 0.04c 0.003 <0.001 0.35 <0.001 0.02 0.30 
 Σ other 16:14 0.20a 0.16b 0.16b 0.14c 0.20a 0.19a 0.16b 0.16b 0.14b 0.20a 0.008 <0.001 0.56 <0.001 0.89 0.02 
 17:0 0.64a 0.54c 0.54c 0.52c 0.59b 0.62a 0.53c 0.52c 0.50c 0.57b 0.008 <0.001 <0.001 <0.001 0.75 <0.01 
 17:0 anteiso 0.54a 0.42bc 0.42c 0.40c 0.44b 0.47a 0.41c 0.39c 0.41bc 0.44ab 0.010 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.12 
 cis-7 17:1 0.03ab 0.02bc 0.03a 0.02c 0.03a 0.02 0.02 0.03 0.02 0.02 0.002 0.02 0.19 0.45 0.45 0.87 
 cis-8 17:1 0.07a 0.06b 0.07a 0.07a 0.07a 0.06 0.05 0.06 0.06 0.06 0.003 0.01 <0.001 <0.001 0.99 0.96 
 cis-9 17:1 0.25a 0.18c 0.19bc 0.21b 0.21b 0.21a 0.17b 0.17b 0.18b 0.17b 0.008 <0.001 <0.001 <0.001 0.12 0.71 
 18:0 iso 0.06ab 0.06a 0.06b 0.06b 0.06a 0.05 0.05 0.04 0.04 0.04 0.002 0.01 <0.001 <0.001 0.60 0.23 
 11-cyclohexyl-11:0 0.10a 0.07c 0.08bc 0.07c 0.09b 0.12a 0.08b 0.08b 0.08b 0.08b 0.004 <0.001 0.09 <0.001 0.06 <0.001 
 cis-10 19:1 0.04a 0.03ab 0.03b 0.02b 0.04a 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.003 0.33 0.89 <0.001 0.05 0.25 
1Measured 3 times per year on calendar weeks 23, 28 and 36, and 23, 27 and 36 during years 1 and 2, respectively. 
2Cows offered free access to pasture and 4.5 kg DM/d of concentrates containing no oilseed supplement (control, CTL, n= 12 and 7 during years 1 and 2, respectively), or an estimated amount of 
2.5% of oil in diet DM from extruded linseeds (EL, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively), extruded rapeseeds (ER, n=12 and 4 during years 1 and 2, respectively), cold-pressed fat-rich 
rapeseed meal (FRM, n=10 and 8 during years 1 and 2, respectively) or whole unprocessed rapeseeds (WR, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively). 
3Contains cis-8 16:1 as a minor component. 
4Sum of cis-10, -11, -13 16:1 and trans-14 16:1. 
a,b,c,d,eWithin year, means with different letters differ at P < 0.05.
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Les suppléments oléagineux étudiés ont eu des effets importants sur la composition en 

AG du lait, modifications qui ont persisté au cours de 2 lactations consécutives et qui ont été 

répétables d’une année sur l’autre lors des périodes estivales. Ces effets à long terme sont 

globalement comparables à ceux observés lors d’études à court terme (1 à 3 mois). 

Comparativement au traitement contrôle, au sein de chaque période, les traitements « graines 

de lin extrudées » et « graines de colza extrudées » ont induit des diminutions similaires des 

teneurs du lait en AG synthétisés de novo et en AG à chaînes impaire ou ramifiée et des 

augmentations comparables des teneurs en 18:0 et en 18:1 cis-9. Cependant, le traitement 

« graines de lin extrudées » a augmenté plus fortement les teneurs du lait en ALC cis-9,trans-

11 (seulement durant les périodes hivernales), 18:3n-3 et en AG trans totaux, en comparaison 

du traitement « graines de colza extrudées ». La distribution des isomères des 18:1 et des 18:2 

non conjugués a été dépendante de la nature de la graine (lin ou colza), mais pas de sa forme 

(extrudées, tourteaux gras ou entières) dans le cas des traitements colza. Des effets similaires 

sur la composition en AG du lait ont ainsi été observés pour l’ensemble des traitements colza, 

mais l’amplitude de ces derniers était plus importante pour le traitement « tourteau de colza 

gras » suivi par le traitement « graines de colza extrudées » et finalement « graines de colza 

entières ». D’une manière générale, nous pouvons conclure que les supplémentations en 

graines oléagineuses étudiées peuvent améliorer la qualité nutritionnelle du lait, notamment 

dans le cas de régimes à base d’herbe conservée et contenant un niveau d’amidon limité. 

Cependant, les traitements « graines de lin extrudées » et « tourteau de colza gras » ont 

augmenté la teneur en AG trans du lait. 

De manière inattendue, en comparaison du traitement contrôle, les traitements « graines 

de lin extrudées », « graines de colza extrudées » et « graines de colza entières » ont diminué 

la teneur du lait en ALC cis-9,trans-11 au cours des périodes estivales. Par ailleurs, en 

comparaison de la première période hivernale, la plus forte teneur en amidon des régimes 

pendant la deuxième période hivernale a probablement entrainé une plus forte augmentation 

des teneurs en AG trans, notamment 18:1 trans-10 dans les laits des traitements « graines de 

lin extrudées » et « graines de colza extrudées ». Afin de confirmer et de mieux comprendre la 

diminution de l’ALC cis-9,trans-11 liée aux traitements oléagineux lors des périodes estivales 

et afin d’explorer plus en détail l’effet de l’interaction supposée entre le niveau d’amidon des 

rations hivernales et l’apport des suppléments oléagineux, une étude détaillée des isomères de 

l’ALC et de l’ALnC du lait s’est avérée nécessaire. A l’aide de la CPG-SM, l’identification de 

3 ALnC a pu être réalisée et l’utilisation de l’Ag+-CLHP a permis d’obtenir un profil détaillé 

des isomères d’ALC. Ces données sont l’objet du troisième article de cette thèse. 
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4.3 Lerch, S., K. J. Shingfield, A. Ferlay, A. Vanhatalo et Y. Chilliard. 2012c. 

Rapeseed or linseed supplements in grass-based diets: Effects on the conjugated 

linoleic (CLA) and linolenic (CLnA) acid isomers in milk fat from Holstein cows 

over two consecutive lactations. En fin de préparation pour soumettre au 

« Journal of Dairy Science ». 
 

Rapeseed or linseed supplements in grass-based diets: Effects on the conjugated linoleic 
(CLA) and linolenic (CLnA) acid isomers in milk fat from Holstein cows over two 
consecutive lactations 
 
S. Lerch,* K. J. Shingfield,† A. Ferlay,*, A. Vanhatalo,‡ and Y. Chilliard* 
*INRA, UR1213 Herbivores, F-63122 Saint-Genès Champanelle, France 
†MTT Agrifood Research Finland, Animal Production Research, FI-31600 Jokioinen, Finland 
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ABSTRACT 

Changes in milk conjugated linoleic 
(CLA) and linolenic (CLnA) acid isomers to 
4 different oilseed supplements rich in either 
cis-9 18:1 or 18:3n-3 were determined over 2 
consecutive lactations in 58 and 35 Holstein 
cows during the first and second years, 
respectively. During the first 5 weeks of the 
first lactation, all cows were fed the same 
diet. Thereafter, cows received one of 5 
treatments for 2 consecutive lactations. 
Treatments comprised the basal diet with no 
additional lipid (CTL), or supplements of 
extruded linseeds (EL), extruded rapeseeds 
(ER), cold-pressed fat-rich rapeseed meal 
(FRM), or whole unprocessed rapeseeds 
(WR), to provide 2.5-3.0% of additional oil 
in diet dry matter. During indoor periods, 
cows were housed and received a mixture 
(3:1, w/w) of grass silage and hay, while 
cows were at pasture during outdoor periods. 
Over the entire study, EL resulted in 
enrichment of milk ∆11,13, ∆12,14, trans-
9,trans-11, and trans-13,trans-15 CLA and 
all CLnA concentrations, whereas ER and 
especially FRM increased milk trans-7,cis-9 
CLA. Except during the first indoor period, 
WR decreased cis-9,trans-11, trans-9,cis-11 
and trans-10,trans-12 CLA. Conversely to 
the indoor periods, EL and ER decreased 

milk cis-9,trans-11, trans-9,cis-11 and trans-
10,cis-12 CLA concentrations during the 
outdoor periods. Furthermore, the milk CLA 
and CLnA responses were repeatable 
between the 2 outdoor periods. Conversely to 
the first indoor period, during the second 
indoor period, EL increased milk trans-9,cis-
11 and trans-10,cis-12 CLA concentrations, 
and EL and ER increased less cis-9,trans-11, 
cis-12,trans-14, and especially trans-11,cis-
13 CLA and cis-9,trans-11,cis-15 CLnA. The 
extent of changes in milk CLA and CLnA 
isomers were related to the source (rapeseed 
or linseed) and form of oilseed (extruded, 
cold-pressed fat-rich meal or whole 
unprocessed), and their interactions with the 
composition of the basal diet (conserved 
grass or pasture; starch content). Moreover, 
negative correlations between milk fat, and 
trans-10 18:1, trans-10,cis-12 CLA and 
especially trans-9,cis-11 CLA were observed 
over the 2-year experiment. This study is the 
first report on the occurrence of the fully 
conjugated α-eleostearic acid (cis-9,trans-
11,trans-13 CLnA) in bovine milk fat. 

 
Key words: bovine milk conjugated 

fatty acid, processed rapeseed, extruded 
linseed, long-term effects 
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INTRODUCTION 
 

The terms conjugated linoleic acid 
(CLA) and conjugated linolenic acid 
(CLnA) refer to various positional and 
geometric isomers of linoleic acid (cis-9,cis-
12 18:2) and α-linolenic acid (cis-9,cis-
12,cis-15 18:3), respectively, for which 2 
(CLA and conjugated diene CLnA) or 3 
(fully conjugated CLnA) double bonds have 
a conjugated arrangement instead of 
methylene interruption. Natural CLA and 
conjugated diene CLnA are mostly 
encountered in ruminant fat (Collomb et al., 
2006, Plourde et al., 2007a, Gómez-Cortés et 
al., 2009) arising directly or not, from the 
ruminal biohydrogenation (RBH) of 
unsaturated FA. Fully conjugated CLnA are 
mostly encountered in certain plant seeds 
(pomegranate, tung, bitter gourd…) 
(Hennessy et al., 2011). Cis-9,trans-11 CLA 
and certain fully conjugated CLnA isomers 
have been shown to exhibit potent ant-
inflammatory, immuno-modulatory, anti-
obesity, and anti-carcinogenic activities and 
improve biomarkers of cardiovascular health 
in animal models or human cell lines (Wahle 
et al., 2004, Hennessy et al., 2011). Some 
isomers of CLA also showed bioactivities in 
the lactating cow: cis-10,trans-12 CLA, 
trans-9,cis-11 CLA and trans-10,cis-12 CLA 
are supposed to exert potent inhibitory effect 
on mammary FA synthesis, and they have 
been involved in the milk fat depression 
(MFD) syndrome (Harvatine et al., 2009, 
Shingfield et al., 2010). However, few 
studies have characterized the bioactivity and 
potential effects of conjugated diene CLnA 
on human health and ruminant mammary 
lipogenesis (Saebo et al., 2005a, Plourde et 
al., 2007b, Gervais and Chouinard, 2008, 
Hennessy et al., 2011). 

In short-term (1 to 3 months) 
experiments, dietary oilseed supplements 
induced changes in milk CLA isomer 
distributions according to the source and 
form of oilseed supplement (Collomb et al., 
2006, Chilliard et al., 2007). Responses to 
oilseed supplements are time-dependent 

during 3 weeks at least (Roy et al., 2006, 
Chilliard et al., 2007). However, none studies 
reported the persistency of the effects of 
oilseed supplementations on the detailed milk 
CLA distribution over a large period (up to 
three months). Moreover, data on the 
changes in milk CLnA distribution related to 
different dietary oilseed supplements are 
scarce although supplementations with raw 
and extruded linseeds, linseed oil, or 
camelina expeller and oil have been shown to 
enhance bovine milk cis-9,trans-11,cis-15 
CLnA concentrations (Akraim et al., 2007, 
Rego et al., 2009, Halmemies-Beauchet-
Filleau et al., 2011). 

Recently, we examined the changes in 
milk FA composition due to different 
rapeseed and linseed supplementations of 
grass-based diets over two consecutive 
lactations (Lerch et al., 2012b). In this study, 
oilseed supplements often decreased milk 
cis-9,trans-11 CLA at pasture, contrary to 
previous observations (Chilliard et al., 2002, 
Fearon et al., 2004). Additionally, compared 
to the control, extruded linseed or rapeseed 
supplements increased more milk trans 18:1 
and trans nonconjugated 18:2 concentrations 
during the second than the first year indoor 
period. This increase was probably due to the 
increase in diet starch content between the 
first to the second indoor period (Lerch et al., 
2012b). Similar interactions between oilseed 
supplementations and diet starch content led 
to large changes in the distribution of milk 
CLA isomers with 18:2n-6-rich oilseed 
supplements (i.e. sunflower and soybean) 
(Piperova et al., 2000, Roy et al., 2006). 
However, available data are limited on the 
effects of rapeseed (rich in cis-9 18:1) or 
linseed (rich in 18:3n-3) supplementations of 
diets varying in starch content on the detailed 
milk CLA and CLnA distributions. Loor et 
al. (2005) reported important interactions 
between linseed oil supplementation and diet 
starch content on the 18:1 and nonconjugated 
18:2 isomer distributions in bovine milk, but 
did not report a detailed CLA distribution 
and none CLnA concentration. 
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The objective of this study was to 
characterize detailed milk CLA and partial 
CLnA responses to different sources of 
dietary oilseed supplements (extruded 
linseeds or extruded rapeseeds) or form of 
rapeseed supplements (extruded seeds, cold-
pressed fat-rich meal or whole unprocessed 
seeds) in cows fed grass-based diets over 2 
consecutive lactations. Moreover, 
relationships among milk conjugated FA, 
other FA and milk fat content were explored 
with special emphasis on the understanding 
of the decrease in milk cis-9,trans-11 CLA at 
pasture and of the effects of diet starch level 
during indoor periods on the milk FA 
responses to oilseed supplements. 

 
MATERIALS AND METHODS 

 
Animals and Diets 

Details on the experimental design have 
been presented in a previous paper (Lerch et 
al., 2012a). Briefly, the experiment was 
conducted over 2 consecutive lactations, 
including per lactation an indoor period 
(winter, grass silage and grass hay-based 
diet, first half of lactation) and an outdoor 
period (summer, grazing pasture-based diet, 
second half of lactation). Fifty-eight and 35 
(among the first 58) Holstein cows were used 
during the first and the second year of 
experimentation, respectively. During indoor 
periods, mixed forage was composed of grass 
silage and grass hay of Dactilys glomerata 
(3:1 and 4:1 on DM basis for first and second 
year, respectively). During the outdoor 
period, cows were gradually turned out to 
pasture during one week, and then grazed 
during 20 h/d from May 5, 2008 and May 4, 
2009 until October 27, 2008 and November 
3, 2009, during the first and the second year, 
respectively. During the first year, from 
calving until the end of the wk 5 of lactation, 
all cows received a diet without oilseed 
supplement. At the end of this period, 5 
groups were formed based on calving date, 
parity, milk yield, fat and protein contents. 
Then, experimental concentrates were 
introduced in the diet from the wk 6 of 

lactation until the end of the 2-year 
experimentation. Control concentrate was 
composed of pelleted wheat and solvent-
extracted rapeseed meal (control, CTL), 
which was partially substituted by extruded 
linseeds (EL: extruded blend of linseeds 
(70%) and wheat (30%, weight basis)), 
extruded rapeseeds (ER: extruded blend of 
rapeseeds (59%), wheat (29%) and wheat 
bran (12%, weight basis)), cold-pressed fat-
rich rapeseed meal (FRM: by-product of 
rapeseed oil extraction by cold pressure) or 
unprocessed whole rapeseeds (WR). From 
the wk 6 of lactation until the end of the 
indoor periods, the amount of concentrate 
offered was adjusted weekly to maintain a 
70:30 and 60:40 forage to concentrate ratio 
(F:C) during the first and the second year, 
respectively. During the outdoor period, each 
cow received 4.5 kg DM of concentrate 
whatever the year. During the dry period, 
cows received 4.5 kg DM of concentrate with 
the same composition as during the first 
outdoor period. 

During the 2 years, the amounts of 
oilseed supplements were calculated to 
provide 3.0 and 2.5% of oil in diet DM 
during the indoor and outdoor periods, 
respectively. Moreover, composition of the 
concentrate mixtures used during the whole 
experimentation was dependent on the year 
and the period (see Lerch et al., 2012a). 
Cows were milked at 0630 am and 0400 pm 
in a milking parlour and were housed in a 
free-stall barn during indoor periods. 

 
Sampling, Measurements and Chemical 
Analyses 

Individual forage and concentrate 
intakes were recorded and starch, ether 
extract contents, and fatty acid composition 
of feedstuffs were determined as described in 
Lerch et al. (2012ab). For the indoor periods, 
diet 18:2n-6 and 18:3n-3 contents were 
estimated based on estimated levels of FA in 
ether extract (Morand-Fehr and Tran, 2001, 
Sauvant et al., 2004), and for the outdoor 
periods, diet 18:2n-6, 18:3n-3 and starch 
contents were estimated based on the pasture 
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intake estimated according to the model of 
Faverdin et al. (2007). 

Milk. Daily milk yield was recorded 
individually, and milk was sampled ten times 
during the entire experiment (i.e. twice 
during the first indoor period (72 ± 17.0 and 
141 ± 23.1 DIM), 3 times during the first 
outdoor period (197 ± 23.1, 232 ± 23.1 and 
288 ± 23.1 DIM), twice during the second 
indoor period (84 ± 13.3 and 129 ± 35.0 
DIM) and 3 times during the second outdoor 
period (171 ± 35.0, 199 ± 35.0 and 262 ± 
35.0 DIM)). Milk samples (30 mL) were 
collected at 4 consecutive milking, preserved 
in tubes with bronopol B-2 (Trillaud 
Surgères, France), stored at 4°C and analyzed 
for fat content (Galilait, Theix, France) using 
mid infrared spectrometry (AOAC, 1997; 
Milkoscan 4000; Foss Electric; Hillerod, 
Denmark). At the same dates, sub-samples (3 
mL) were collected at 2 consecutive 
milkings, stored at -20°C prior to 
lyophilization and analyzed for FA 
composition. For each cow, lyophilized milk 
samples of morning and evening milking 
were pooled (60 mg and 40 mg of 
lyophilized milk for morning and evening 
milkings, respectively). 

Lipid Analysis. 
Lipid Extraction, Preparation of Fatty 

Acid Derivatives, and Fatty Acid Analysis. 
The FA in 100-mg lyophilized milk samples 
were methylated directly (Lerch et al., 
2012b). The FA methyl esters (FAME) were 
analyzed using GC (Trace-GC 2000 Series 
gas chromatograph, Thermo Finnigan, Les 
Ulis, France) equipped with a flame 
ionization detector and a 100-m fused silica 
capillary column (i.d. 0.25 mm) coated with 
a 0.2-µm film of cyanopropyl polysiloxane 
(CP-Sil88, Chrompack, Middelburg, The 
Netherlands). The total milk FAME 
distribution in a 0.6-µL sample at a split ratio 
of 1:50 was determined using an oven 
temperature program (Lerch et al., 2012b), 
and peaks were routinely identified by 
comparison of the retention time with 
commercial authentic standards containing a 
mixture of FAME (NCP #463, Nu Check 

Prep, Elysian, the USA; Supelco #37, 
Supelco, Bellefonte, PA). methyl esters of 
geometric isomers of ∆9,12 18:2 (L8404, 
Sigma, Steinheim, Germany), positional and 
geometric isomers of CLA (O5632, Sigma) 
and cis-9,trans-11,trans-13 CLnA (#10-
1803-23-7, Larodan Fine Chemical, Malmö, 
Sweden). 

The methyl esters not available as 
commercial authentic standards were 
identified using the electron impact 
ionization spectra of FAME and 4,4-
dimethyloxazoline (DMOX) derivatives 
obtained by GC-MS. Preparation of DMOX 
derivatives, parameters used for GC-MS 
analysis, and interpretation of mass spectra 
were in accordance with earlier reports 
(Halmemies-Beauchet-Filleau et al., 2011), 
with the exception that the temperature 
program applied during GC-MS analysis was 
identical to that used for the analysis of the 
FAME by GC. 

Milk FA composition (n = 465) from 
this study has been reported elsewhere 
(Lerch et al., 2012b). Further investigation 
allowed the identification of 3 CLnA isomers 
from GC analysis of all 465 milk samples. 
Additionally, the distribution of CLA 
isomers was determined only on a sub-set of 
186 milks collected at the end of each 
feeding period (i.e. 141 ± 23.1 DIM during 
first indoor, 288 ± 23.1 DIM during first 
outdoor, 129 ± 35.0 DIM during second 
indoor and 262 ± 35.0 DIM during second 
outdoor periods), using a HPLC system 
(model 1080; Hewlett-Packard, Wilmington, 
DE) equipped with 4 silver-impregnated 
silica columns (Chrom-Spher 5 Lipids, 250 x 
4.6 mm, 5-µm particle size; Varian Ltd., 
Walton-on-Thames, UK) coupled in series. 
The methyl esters of CLA were separated 
under isocratic conditions at 22°C using 
0.1% (vol/vol) acetonitrile in heptane at a 
flow rate of 1 mL/min and monitoring 
effluent at 233 and 210 nm (Shingfield et al., 
2003).
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Figure 1: Partial gas chromatogram indicating the elution of conjugated linoleic (CLA) and 
linolenic acid (CLnA) isomers obtained using a temperature gradient for fatty acid methyl 
esters prepared from a sample of milk fat from one cow fed extruded linseeds at pasture. 
Identification was verified based on electron impact ionization spectra recorded during GC-
MS analysis of fatty acid methyl esters and corresponding 4,4-dimethyloxazoline derivatives. 
Peak identification: 1 = unresolved cis-9,trans-11 CLA, trans-7,cis-9 CLA, and trans-8,cis-10 
CLA; 2 = unresolved 21:0 and trans-11,cis-13 CLA; 3 = unresolved trans-12,trans-14 CLA, 
trans-11,trans-13 CLA, trans-10,trans-12 CLA, and trans-9,trans-11 CLA; 4 = cis-9,trans-
11,trans-15 CLnA; 5 = 20:2n-6; 6 = cis-9,trans-11,cis-15 CLnA; 7 = 22:0; 8 = 20:3n-6; 9 = 
20:3n-3; 10 = cis-13 22:1; 11 = 20:4n-6; 12 = 23:0; 13 = 20:4n-3; 14 = cis-14 23:1; 15 = 
20:5n-3; 16 = cis-9,trans-11,trans-13 CLnA; 17 = 24:0; * = unidentified. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Identification of CLA isomers was performed 
using a mixture of authentic standards 
(O5632, Sigma), and by comparison with a 
range of materials enriched in specific 
isomers (Saebo et al., 2005b, Shingfield et 
al., 2005). 

Concentrations of CLA isomers were 
calculated from the proportionate peak area 
responses determined by HPLC and the sum 
of concentrations of trans-7,cis-9 CLA, 
trans-8,cis-10 CLA, and cis-9,trans-11 CLA 
weight percentage determined by GC 
analysis. 

Identification of Fully Conjugated α-
Eleostearic Acid (cis-9,trans-11,trans-13 
CLnA) in Milk Fat. A partial gas 
chromatogram indicating the separation and 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

elution order of CLnA isomers is shown in 
Figure 1. Mass spectra of the DMOX 
derivatives of cis-9,trans-11,cis-15 CLnA 
and cis-9,trans-11,trans-13 CLnA are 
presented in Figure 2. Three isomers of 
CLnA were detected in milk fat. Two 
geometrical isomers of ∆9,11,15 CLnA 
eluted with a mean retention time of 54.4 and 
57.5 min (peaks #4 and #6 in Figure 1). 
Another CLnA isomer eluted between 20:5n-
3 and 24:0 with a retention time of 68.5 min 
(peak #16 in Figure 1). For all 3 isomers, 
GC-MS analysis of FAME revealed a 
molecular ion at m/z 292 confirming the 
occurrence of 18-carbon FAME with 3 
double bonds. The inferred 18:3 structure 
was verified based on molecular ion at m/z 
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331 during GC-MS analysis of the 
corresponding DMOX derivative (Figure 2). 

Mass spectra of DMOX derivatives of 
peaks #4 (cis-9,trans-11,trans-15 CLnA) and 
#6 (cis-9,trans-11,cis-15 CLnA) were 
similar, and therefore only the mass spectrum 
of peak #6 is reported (Figure 2A). Double 
bonds at ∆9, ∆11, and ∆15, were located 
based on 12 amu gaps between ion fragments 
at m/z 196 and 208, 222 and 234, and 276 
and 288. An intense ion at m/z 262 
corroborated a bis methylene interrupted 
structure with double bonds at ∆11 and ∆15. 
Interpretation of a ∆9,11,15 CLnA structure 
was confirmed based on comparison with 
published data (Plourde et al., 2007a, 
Gómez-Cortés et al., 2009). The 
configuration of the cis,trans,trans and 
cis,trans,cis double bonds for peaks #4 and 
#6, respectively, was deducted from the 
relative retention times and comparison with 
reports in the literature (Gómez-Cortés et al., 
2009). 

The mass spectrum of the DMOX 
derivative of peak #16 (cis-9,trans-11,trans-
13 CLnA) (Figure 2B) enabled double bonds 
at ∆9, ∆11, and ∆13 to be located based on 
12 amu gaps between ion fragments at m/z 
196 and 208, 222 and 234, and 248 and 260, 
respectively. The inferred ∆9,11,13 18:3 
structure was further supported based on the 
presence of 3 intense ions at m/z 182, 288, 
and 302 arising from allylic cleavages to the 
proximal (containing n-2 carbons, m/z 182) 
and distal double bonds (containing m+2 
carbons, m/z 288; where n and m denote the 
first carbon of the proximal and distal double 
bound, respectively). The mass spectrum of 
the ∆9,11,13 CLnA DMOX derivative 
isolated in milk fat was found to be identical 
to earlier reports in the literature (Spitzer et 
al., 1994). A cis,trans,trans configuration of 
double bonds was confirmed by co-injection 
with an authentic standard (#10-1803-23-7, 
Larodan Fine Chemical). 

 
 
 
 

Calculations and Statistical Analyses 
Data from milk yield, fat content and FA 
composition were analyzed using the Mixed 
procedure of SAS (SAS Institute Inc., Cary, 
NC, 2003). Data from the indoor and outdoor 
periods were analyzed separately. The model 
for repeated measures included treatment, 
year, parity at the first year of 
experimentation within year, and treatment 
by year interaction as the fixed effects, and 
cow as a random effect. For the data on milk 
CLnA concentrations, week within year and 
treatment by week within year were included 
in the model (Figure 4). In order to test the 
interaction between treatment and period 
(indoor vs outdoor), data were analyzed 
within year using a model for repeated 
measures including treatment, period (indoor 
vs. outdoor), parity at the first year of 
experimentation and treatment by period 
interaction (plus week within year and 
treatment by week within year for CLnA 
data) as the fixed effects, and cow as a 
random effect. In all cases a compound 
symmetry covariance structure was used. 
Values reported are least squares means and 
standard error of the mean from the model 
within period (indoor and outdoor). 
Significance was declared at P ≤ 0.05 and 
trends were considered at 0.05 < P ≤ 0.10. 

Nonconjugated FA reported by Lerch et 
al. (2012b) were used together with CLA and 
CLnA data reported in the present paper in 
order to study correlations between milk 
CLA and CLnA isomers, milk fat content, de 
novo synthezised FA (sum of 4:0 to 14:0) 
and 18-carbon FA, using the CORR 
procedure of SAS (2003). Individual data 
were used to calculate correlations between 
CLA and CLnA isomers, and 18-carbon FA 
(n = 186 for CLA and n = 465 for CLnA). 
Pairwise correlations were studied using the 
entire set of data (n = 465) or “within period” 
sub-sets (n = 186 and 279 for the indoor and 
outdoor periods, respectively). 
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Figure 2. Gas chromatography-electron impact mass spectra of the 4,4-dimethyloxazoline 
derivatives of A) cis-9,trans-11,cis-15 conjugated linolenic acid (CLnA) and B) cis-9,trans-
11,trans-13 CLnA corresponding to peaks #6 and #16, respectively, in the partial gas 
chromatogram of milk fat FAME (Figure 1). Identification of cis-9,trans-11,trans-13 CLnA, 
was confirmed by co-injection with an authentic FAME standard. 
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Additionally, regression analyses 
between CLA and CLnA with cis-9 double 
bond and their corresponding putative 18:1 
and 18:2 precursors were performed. 

As period (linked to stage of lactation) 
and parity could influence milk fat content, 
correlations between responses of milk fat 
content, CLA and CLnA isomers and 18-
carbon FA were calculated as the difference 
between each treatment least square means 
and the average of the five treatment least 
square means for a given period (2 indoor 
and 2 outdoor periods) (n = 20 differences). 

Moreover, to describe the relationships 
between CLA and CLnA isomers, and other 
FA in milk fat from cows receiving EL, data 
from the 40 EL milks were analyzed using a 
principal component analysis (PCA) 
performed with Statistica version 6.1 
(StatSoft Inc., Maison-Alfort, France, 2004). 
A preliminary analysis, including all 
individual 18-carbon FA, was firstly 
performed. Then, FA with similar 
unsaturation degree and double bond 
configuration, showing similar pattern (i.e 
coordinates close on the three first principal 
components) were paired together (i.e. cis-12 
+ cis-13 18:1; trans-4 + trans-5 18:1; trans,-
6,-7,-8 + trans-9 18:1; trans-13,-14 + trans-
16 18:1 and cis-9,trans-13 + cis-9,trans-14 
18:2) in order to decrease the number of 
active variables to 37. Starch intake and milk 
fat content were added to the PCA as passive 
variables. 

 
RESULTS 

 
Diet Fat and Starch Contents, Milk Yield 
and Composition 

Whatever the year and the period, diet 
18:2n-6 content was higher for oilseed 
treatments than for the CTL, especially 
during the second indoor period. Diet 18:3n-
3 content was higher for oilseed treatments 
than for the CTL, especially for EL and 
during indoor periods (Figure 3A; P < 
0.001). Conversely, diet starch content was 
always higher for the CTL than for oilseed 
treatments (Figure 3B; P < 0.001). The diet 

starch content was higher during the second 
indoor period than other periods. Moreover, 
during this period, differences in starch 
content  between the CTL and the oilseed 
treatments were lower than during the rest of 
the experiment (Figure 3B; P < 0.001). 
Milk yield was not affected by treatment 
whatever the year and period (Tables 1 and 
2; P > 0.10). During the second indoor 
period, milk fat content and yield were 
higher for FRM and WR than for the other 
treatments (Table 1, P < 0.01). Additionally, 
milk fat content was higher for WR than for 
other treatments during both outdoor periods, 
and was higher for EL than for the CTL 
during the second outdoor period (Table 2, P 
= 0.01), but milk fat yield did not change 
with treatments during the 2 outdoor periods 
(P = 0.41). 

 
Milk CLA and CLnA Composition 

At the exception of cis-12,trans-14, 
trans-10,cis-12, trans-7,trans-9, trans-
8,trans-10 and trans-13,trans-15 CLA, milks 
from the CTL were richer in all other CLA 
isomers and in CLnA isomers during outdoor 
than indoor periods whatever the year 
(Tables 1 and 2; P < 0.001). 

Effects of Oilseed Source (EL vs. ER) 
During Year 1. During indoor period, 
compared with the CTL, milk total CLA and 
CLnA concentrations were higher for ER and 
especially EL (Table 1; P < 0.001). Milk cis-
9,trans-11, trans-11,cis-13, trans-11,trans-
13, trans-12,trans-14 and trans-13,trans-15 
CLA, and cis-9,trans-11,cis-15 CLnA were 
more increased by EL than by ER (Table 1, 
Figures 3C and 4A; P < 0.001). Conversely, 
trans-7,cis-9 CLA was increased to a greater 
extent by ER than by EL (P < 0.001). 
Moreover, only EL increased cis-11,trans-13, 
cis-12,trans-14, trans-12,cis-14 and trans-
9,trans-11 CLA, and cis-9,trans-11,trans-15 
CLnA (Figure 4C; P < 0.001). 

Conversely to the indoor period, 
compared with the CTL, ER decreased the 
milk total CLA concentration, and only EL 
increased the total CLnA concentration
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Figure 3: A) Diet 18:2n-6 and 18:3n-3 contents, B) diet starch content, C) milk cis-9,trans-11 
conjugated linoleic acid (CLA), D) milk trans-9,cis-11 CLA, E) milk sum of other milk CLA 
and F) trans-10,cis-12 CLA concentrations in cows housed indoors and fed grass silage and 
grass hay-based diets or at pasture, over 2 consecutive lactations (n = 186). Cows received 
diets containing no additional lipid (Control diet, CTL, n=12 during first year and 7 during 
second year), or 2.5 to 5.1% of oil in diet dry matter from extruded linseed (EL, n=12 during 
first year and 8 during second year), extruded rapeseed (ER, n=12 during first year and 4 
during second year), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM, n=10 during first year and 8 
during second year) or whole unprocessed rapeseed (WR, n=12 during first year and 8 during 
second year). 
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during the outdoor period (Table 2; P < 
0.001). Only EL increased cis-11,trans-13, 
cis-12,trans-14, trans-11,cis-13, trans-12,cis-
14, trans-9,trans-11 and trans-11,trans-13 
CLA, cis-9,trans-11,cis-15, cis-9,trans-
11,trans-13 and cis-9,trans-11,trans-15 
CLnA (Table 2 and Figure 4; P < 0.001). 
Moreover, EL and ER, to a lower extent, 
increased trans-12,trans-14 and trans-
13,trans-15 CLA (Table 2; P < 0.001). For 
EL, these increases were of higher magnitude 
than during the indoor period, at the 
exception of trans-11,cis-13 CLA, trans-
13,trans-15 CLA and ∆9,11,15 CLnA for 
which increases were of lower magnitude (P 
< 0.001). Only ER increased trans-7,cis-9 
CLA during the outdoor period, with a lower 
magnitude than during the indoor period 
(Table 2, P < 0.001). Contrary to the indoor 
period, both EL and ER decreased milk cis-
9,trans-11 CLA concentration and EL 
decreased trans-9,cis-11 and trans-10,cis-12 
CLA concentrations (Table 2, Figure 3C, D 
and E, P < 0.001). 

Effects of Rapeseed Form (ER vs. FRM 
vs. WR) During Year 1. During the indoor 
period, compared with the CTL, ER and 
FRM increased similarly the milk total CLA 
concentration, which was not affected by WR 
(Table 1; P < 0.001). Total CLnA 
concentration was increased more by ER 
than by FRM and WR (P < 0.001). Similar 
increases in milk cis-9,trans-11, trans-
11,trans-13, trans-12,trans-14 and trans-
13,trans-15 CLA concentrations were 
induced by ER and FRM (Table 1, Figure 
3C; P < 0.001). However, milk increase in 
trans-7,cis-9 CLA concentration was greater 
for FRM than for ER, while the reverse was 
observed for cis-9,trans-11,trans-13 CLnA 
(Figure 4B; P < 0.001). Only, milk trans-
11,cis-13 CLA and cis-9,trans-11,cis-15 
CLnA concentrations were increased by WR, 
and to a similar extent by ER (Figure 4A; P < 
0.001). 
Conversely to the indoor period, rapeseed 
treatments (especially WR) decreased the 
milk total CLA, and did not affect the total 
CLnA concentration during the outdoor 

period (Table 2; P < 0.001 and > 10, 
respectively). As during the indoor period, 
FRM increased more milk trans-7,cis-9 CLA 
than ER, whereas both ER and FRM induced 
similar increases in trans-13,trans-15 CLA 
(Table 2; P < 0.001). However, trans-
12,trans-14 CLA was more increased by 
FRM than ER, and only FRM increased 
trans-11,trans-13, cis-11,trans-13, trans-
7,trans-9, trans-9,trans-11 and trans-
10,trans-12 CLA, and cis-9,trans-11,trans-13 
CLnA concentrations (Figure 4B; P < 0.001). 
For FRM, the increases were of higher 
magnitude than during the indoor period, at 
the exception of trans-13,trans-15 CLA, for 
which the increase was of lower magnitude 
(P < 0.001). Conversely to the indoor period, 
milk cis-9,trans-11 CLA was decreased at 
pasture by all the rapeseed treatments, 
especially WR (Table 2, Figure 3C; P < 
0.001). Additionally, WR decreased trans-
7,cis-9, trans-9,cis-11, trans-9,trans-11 and 
trans-10,trans-12 CLA during outdoor period 
(Table 2, Figure 3D; P < 0.001). 

Effects of Oilseed Supplements During 
Year 2. Important interactions between 
treatment and year were observed for the 
indoor periods, (Table 1; P < 0.05 for 12 on 
18 conjugated FA). Conversely to the first 
indoor period, milk total CLA and cis-
9,trans-11 CLA concentrations were less or 
more increased by EL or FRM, respectively, 
and not affected by ER or decreased by WR 
(Table 1, Figure3C; P < 0.001). Treatments 
EL and ER increased more trans-7,cis-9 
CLA, EL increased more cis-11,trans-13, 
trans-12,cis-14 and trans-13,trans-15 CLA, 
and FRM increased more trans-9,trans-11, 
trans-11,trans-13 and trans-12,trans-14 CLA 
during the second than the first indoor period 
(Table 1; P < 0.001). Conversely, EL 
increased to a lower extent milk cis-12,trans-
14 and trans-11,cis-13 CLA, and cis-9,trans-
11,cis-15 CLnA concentrations, during the 
second than the first indoor period (Figure 
4A; P < 0.001). Milk trans-9,cis-11 and 
trans-10,cis-12 CLA concentrations were 
increased by EL, but decreased by WR, 
moreover, the trans-8,trans-10 CLA was
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Table 1. Effects of oilseed supplementations of dairy cow diets over two consecutive lactations on milk yield, milk fat content and secretion, milk conjugated linoleic acid (CLA) and conjugated 
linolenic acid (CLnA) composition during both indoor periods 
  Year 1 (2008, n=58)1 Year 2 (2009, n=35)1  P-value 
  Treatment2 Treatment2  Treatment Year Treatment 

*Year Item CTL EL ER FRM WR CTL EL ER FRM WR SEM 
Milk yield (kg/d) 26.1 25.0 26.9 26.1 25.3 29.3 29.3 33.9 32.1 28.4 1.05 0.12 <0.001 0.13 
Milk fat               
 Content (%) 3.56 3.49 3.40 3.42 3.62 3.00b 2.94b 2.82b 3.58a 3.72a 0.131 0.02 <0.001 <0.001 
 Yield (g/d) 930 869 913 894 913 876b 871b 953b 1144a 1046a 43.9 0.11 <0.01 <0.01 
Concentrations (mg/100g of fatty acids) of CLA3 and CLnA4

 cis-9,trans-11 CLA 586c 891a 727b 746b 559c 688b 910a 760b 895a 484c 31.3 <0.001 0.08 0.02 
 cis-11,trans-13 CLA 1.23b 2.50a 1.63b 1.59b 1.72b 1.79b 4.54a 2.27b 1.85b 1.87b 0.268 <0.001 <0.01 0.06 
 cis-12,trans-14 CLA 0.85b 3.90a 1.09b 1.10b 1.11b 1.12bc 2.16a 0.57c 1.45b 0.73c 0.159 <0.001 <0.01 <0.001 
 trans-7,cis-9 CLA 30.4d 58.5c 78.4b 103.1a 38.3d 54.0c 102.6b 123.9a 128.8a 52.4c 3.53 <0.001 <0.001 <0.001 
 trans-9,cis-11 CLA 7.9 10.7 9.4 9.9 7.6 15.0bc 24.9a 20.7ab 13.0cd 8.4d 1.28 <0.001 <0.001 <0.001 
 trans-10,cis-12 CLA 4.03 2.28 3.65 2.64 2.58 11.02b 17.26a 13.61b 6.46c 4.40c 0.792 <0.001 <0.001 <0.001 
 trans-11,cis-13 CLA 26.9c 77.9a 38.9b 31.5c 41.7b 11.9b 23.1a 12.6b 18.4ab 13.5b 2.29 <0.001 <0.001 <0.001 
 trans-12,cis-14 CLA 3.0b 23.0a 4.6b 4.9b 3.6b 3.5b 31.0a 4.3b 5.5b 3.6b 0.92 <0.001 <0.01 <0.001 
 trans-7,trans-9 CLA 1.69 1.73 2.66 2.60 2.02 2.59 2.16 2.92 2.28 2.62 0.214 0.11 0.05 0.29 
 trans-8,trans-10 CLA 2.40 2.57 3.11 3.17 2.91 3.74a 2.48b 1.81b 2.19b 2.81ab 0.271 0.52 0.34 0.01 
 trans-9,trans-11 CLA 9.1b 16.2a 10.6b 10.7b 9.1b 11.5b 16.5a 11.3b 16.3a 9.5b 0.58 <0.001 <0.001 <0.001 
 trans-10,trans-12 CLA 3.43 3.60 3.20 3.99 2.60 6.75a 5.80ab 4.35bc 6.03a 3.70c 0.369 <0.001 <0.001 0.09 
 trans-11,trans-13 CLA 15.6c 52.1a 24.6b 26.4b 19.0c 15.2c 47.7a 13.7c 35.1b 12.8c 1.60 <0.001 <0.01 <0.001 
 trans-12,trans-14 CLA 7.7c 40.4a 12.8b 12.8b 9.0c 7.4c 39.0a 8.7c 15.5b 7.2c 1.04 <0.001 0.19 0.11 
 trans-13,trans-15 CLA 0.66c 3.19a 1.28b 1.44b 0.83c 0.74bc 4.06a 0.67bc 1.17b 0.61c 0.109 <0.001 0.82 <0.01 
 Σ CLA3 708c 1200a 930b 971b 708c 843b 1244a 973b 1161a 612c 37.8 <0.001 0.02 <0.01 
 cis-9,trans-11,cis-15 CLnA 61.4d 298.4a 127.4b 91.7cd 98.9bc 34.5b 96.3a 28.2b 57.4b 47.9b 11.15 <0.001 <0.001 <0.001 
 cis-9,trans-11,trans-13 CLnA 9.9c 27.6a 23.4a 21.6b 16.0bc 11.1b 26.8a 10.9b 16.0b 7.8b 2.33 <0.001 <0.01 0.18 
 cis-9,trans-11,trans-15 CLnA 33.2b 62.5a 40.8b 36.6b 32.0b 19.9b 51.5a 20.7b 25.8b 14.9b 4.42 <0.001 <0.001 0.91 
 Σ CLnA4 104.4d 388.4a 191.7b 149.9c 146.8c 65.4b 172.3a 69.2b 97.9b 73.5b 13.36 <0.001 <0.001 <0.001 
1Measured once per year of experiment: on weeks 20±3.3 and 18±5.0 of lactation for years 1 and 2, respectively. 
2Cows fed a grass silage and hay-based diet containing no additional oilseed supplement (CTL, n= 12 and 7 during years 1 and 2, respectively), or 2.9 to 5.1% of oil in diet DM from extruded 
linseed (EL, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively), extruded rapeseed (ER, n=12 and 4 during years 1 and 2, respectively), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM, n=10 and 8 during 
years 1 and 2, respectively) or whole unprocessed rapeseeds (WR, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively). 
3Determined by gas-chromatography and high performance liquid chromatography in silver ion mode. 
4Determined by gas-chromatography. 
a,b,c,d,eWithin year, means with different letters differ at P < 0.05. 
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Table 2. Effects of oilseed supplementations of dairy cow diets over two consecutive lactations on milk yield, milk fat content and secretion, milk conjugated linoleic acid (CLA) and conjugated 
linolenic acid (CLnA) composition during both outdoor periods 
  Year 1 (2008, n=58)1 Year 2 (2009, n=35)1  P-value 
  Treatment2 Treatment2  Treatment Year Treatment 

*Year Item CTL EL ER FRM WR CTL EL ER FRM WR SEM 
Milk yield (kg/d) 16.7 17.3 17.3 18.3 17.5 20.8 21.1 20.6 22.2 20.4 1.40 0.95 <0.001 0.98 
Milk fat               
 Content (%) 3.82bc 4.18ab 3.83bc 3.62c 4.33a 3.00c 3.63b 3.48bc 3.54bc 4.24a 1.85 0.01 <0.001 0.07 
 Yield (g/d) 626 708 672 655 746 647 769 717 781 832 57.0 0.41 0.02 0.79 
Concentration (mg/100g of fatty acids) of CLA3 and CLnA4

 cis-9,trans-11 CLA 2270a 1644b 1456bc 1636bc 1286c 2442a 1820bc 1600c 2148ab 1395c 151.9 <0.001 <0.001 0.14 
 cis-11,trans-13 CLA 2.10c 6.07a 2.51c 3.57b 2.49c 2.59b 5.57a 3.03b 3.39b 3.41b 0.320 <0.001 0.35 0.38 
 cis-12,trans-14 CLA 0.85b 4.10a 1.58b 1.26b 0.92b 1.66b 5.05a 2.23b 1.50b 2.16b 0.246 <0.001 <0.001 0.62 
 trans-7,cis-9 CLA 63.3c 78.2c 96.8b 170.7a 52.3d 63.6c 71.4c 107.6b 130.1a 48.2d 4.87 <0.001 <0.001 <0.001 
 trans-9,cis-11 CLA 17.4a 14.3b 14.9ab 18.1a 12.0b 20.0a 15.3b 14.2b 18.0a 10.8c 1.52 <0.01 0.72 0.72 
 trans-10,cis-12 CLA 6.58ab 3.68c 4.97bc 8.25a 4.93bc 8.13a 3.56b 6.20ab 6.94a 6.11ab 0.560 <0.001 0.31 0.30 
 trans-11,cis-13 CLA 44.1b 76.3a 42.7b 44.5b 47.9b 70.9bc 96.5a 57.5c 76.3b 75.3b 3.55 <0.001 <0.001 0.49 
 trans-12,cis-14 CLA 4.6b 34.0a 7.9b 7.2b 6.4b 7.5b 40.9a 11.0b 8.3b 8.8b 1.30 <0.001 <0.01 0.28 
 trans-7,trans-9 CLA 1.97b 1.75b 2.47b 3.43a 1.97b 2.63 2.37 3.03 2.27 1.39 0.279 0.02 0.92 <0.01 
 trans-8,trans-10 CLA 2.52 2.66 2.62 3.52 2.28 2.92 2.68 3.29 3.00 1.86 0.321 0.10 0.92 0.58 
 trans-9,trans-11 CLA 19.8c 34.0a 18.7cd 24.5b 15.8d 23.1b 30.8a 20.7b 22.8b 19.8b 1.30 <0.001 0.40 0.06 
 trans-10,trans-12 CLA 7.32b 6.82b 7.15b 12.86a 4.27c 8.89b 6.33c 8.68b 11.30a 5.34c 0.549 <0.001 0.35 0.12 
 trans-11,trans-13 CLA 42.8c 140.6a 59.1c 98.8b 50.2c 56.4c 134.4a 65.6bc 82.6b 65.6bc 5.44 <0.001 0.50 0.04 
 trans-12,trans-14 CLA 17.2d 69.1a 23.7c 35.0b 21.4cd 19.7c 62.8a 24.5bc 28.9b 24.9bc 2.04 <0.001 0.45 0.07 
 trans-13,trans-15 CLA 0.65c 2.70a 1.10b 1.21b 1.00bc 1.18b 3.31a 1.28b 1.40b 1.45b 0.144 <0.001 <0.001 0.40 
 Σ CLA3 2529a 2131ab 1762bc 2089ab 1525c 2754a 2309ab 1938bc 2569a 1683c 158.2 <0.001 <0.001 0.33 
 cis-9,trans-11,cis-15 CLnA 70.0b 225.6a 85.5b 66.8b 83.3b 86.6b 215.8a 93.6b 79.7b 107.0b 10.34 <0.001 0.06 0.28 
 cis-9,trans-11,trans-13 CLnA 25.7c 53.2a 32.1bc 38.2b 27.0c 28.6c 60.0a 33.9bc 37.2b 27.4c 2.76 <0.001 0.28 0.72 
 cis-9,trans-11,trans-15 CLnA 55.7ab 61.3a 44.8b 43.7b 46.6b 48.8ab 61.5a 37.5b 52.9ab 48.8ab 4.20 0.02 0.88 0.48 
 Σ CLnA4 143.5b 340.4a 162.7b 148.7b 157.1b 165.3b 343.2a 168.5b 169.7b 184.3b 12.70 <0.001 0.08 0.85 
1Measured once per year of experiment: on weeks 41±3.3 and 37±5.0 of lactation for years 1 and 2, respectively. 
2Cows fed a pasture-based diet containing no additional oilseed supplement (CTL, n= 12 and 7 during years 1 and 2, respectively), or 2.5% of oil in diet DM from extruded linseed (EL, n=12 and 
8 during years 1 and 2, respectively), extruded rapeseed (ER, n=12 and 4 during years 1 and 2, respectively), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (FRM, n=10 and 8 during years 1 and 2, 
respectively) or whole unprocessed rapeseeds (WR, n=12 and 8 during years 1 and 2, respectively). 
3Determined by gas-chromatography and high performance liquid chromatography in silver ion mode. 
4Determined by gas-chromatography. 
a,b,c,d,eWithin year, means with different letters differ at P < 0.05. 
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decreased by EL, ER and FRM, and trans-
10,trans-12 CLA was decreased by ER and 
WR during the second indoor period (Table 
1, Figure 3D and E; P < 0.001), conversely to 
the first indoor period, where those milk 
CLA isomers contents were not affected by 
the treatments. Milk cis-9,trans-11,trans-13 
and cis-9,trans-11,trans-15 CLnA 
concentrations were affected similarly by 
oilseed treatments whatever the indoor period 
(Table 1, and Figure 4B and C). 

Oilseed treatment effects were generally 
similar between the 2 outdoor periods (Table 
2, interaction treatment by year: P > 0.10 for 
13 on 18 conjugated FA). However, milk 
trans-7,cis-9 CLA was more or less increased 
by ER or FRM, respectively, and trans-
11,trans-13 CLA and trans-12,trans 14 CLA 
were slightly less increased by EL and FRM 
during the second than the first outdoor 
period (Table 2; P < 0.10). Additionally, 
trans-9,trans-11 CLA was only slightly 
increased by EL, and not affected by FRM 
and WR during the second, conversely to the 
first outdoor period. 

 
Relationships Between Milk CLA, CLnA 
and Other Fatty Acids 

Pairwise Correlation and Regression 
Analyses. Whatever the period (indoor or 
outdoor), milk trans-11,cis-13 CLA and 
trans-11,trans-15 18:2 were highly 
correlated, as well as trans-12,cis-14 CLA 
and cis-15 18:1 (r > 0.70; P < 0.001). High 
pairwise correlation coefficients between 
milk trans-12,cis-14, trans-11,trans-13, 
trans-12,trans-14 and trans-13,trans-15 CLA 
concentrations were also observed for both 
periods (r > 0.70, P < 0.001). Additionally, 
trans-11,trans-13, trans-12,trans-14 and 
trans-13,trans-15 CLA were correlated with 
cis-15 18:1, trans-13,-14 18:1, trans-16 18:1, 
cis-9,trans-13 18:2 and cis-9,trans-14 18:2, 
but only trans-11,trans-13 and trans-
12,trans-14 CLA were correlated with trans-
12 18:1 whatever the period (r > 0.67; P < 
0.001). Milk trans-9,trans-11 CLA 
concentration was correlated with cis-12 
18:1, cis-9,trans-13 18:2 and cis-9,trans-14 

18:2 (r > 0.69; P < 0.001). Milk trans-
10,trans-12 CLA was well correlated with 
trans-10 18:1 whatever the period (r > 0.70; 
P < 0.001), and trans-10,cis-12 and trans-
9,cis-11 CLA were correlated together and 
with trans-10 18:1, especially during indoor 
periods (P < 0.001; r > 0.65 and r < 0.40 
during the indoor and outdoor periods, 
respectively). 
Strong linear relationships were found 
between milk cis-9,trans-11 CLA and trans-
11 18:1, and between trans-7,cis-9 CLA and 
trans-6,-7,-8 18:1 (Figure 5A and B; r > 0.91, 
P < 0.001). Significant relationships were 
also found between milk trans-11,trans-13 
CLA and cis-9,trans-11,trans-13 CLnA, and 
between trans-11,trans-15 18:2 and cis-
9,trans-11,trans-15 CLnA (Figure 5C and D; 
r = 0.77 and 0.70, respectively, P < 0.001). 
The relationship between trans-11,cis-15 
18:2 and cis-9,trans-11,cis-15 CLnA was 
weak (Figure 5E; r = 0.56, P < 0.001), and 
often nonsignificant within treatment (r = 
+0.28, -0.09, +0.27, +0.15, and +0.28, P = 
0.01, 0.37, 0.01, 0.15 and 0.01 for CTL, EL, 
ER, FRM, and WR, respectively). 

Principal Component Analysis on EL 
Milks. Principal component analysis was 
performed to summarize the main 
relationships between milk FA with 18 
carbons in EL milks (n = 40). The first and 
second principal components (PC1 and PC2, 
respectively, Figure 6A) accounted for 55% 
of the total variance. The PC1 discriminates 
cis-11 18:1, trans-11,trans-15 18:2, cis-
12,trans-14 and trans-11,cis-13 CLA, and 
cis-9,trans-11,cis-15 CLnA, from cis-12, -13 
and cis-15 18:1, all the trans 18:1 (except 
trans-11 18:1), all the nonconjugated 18:2 
(except trans-11,trans-15 18:2), trans-7,cis-
9, trans-9,cis-11 and trans-10,cis-12 CLA, 
and 18:3n-3. Additionally, PC1 was 
positively or negatively associated with milk 
fat content or dietary starch intake, 
respectively. The PC2 was positively loaded 
with the sum of even-chain FA (4:0 to 14:0), 
and negatively with cis-11 18:1, trans-6,-7,-8 
and trans-11 18:1, cis-9,trans-11, cis-
11,trans-13, trans-12,cis-14, trans-9,trans-
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Figure 4. A) Concentrations of cis-9,trans-11,cis-15 conjugated linolenic acid (CLnA), B) cis-9,trans-
11,trans-13 CLnA, and C) cis-9,trans-11,trans-15 CLnA in milk fat from cows housed indoors and fed 
grass silage and grass hay-based diets or at pasture (boldface x-axis), over 2 consecutive lactations. Cows 
received diets containing no additional lipid (Control diet,   ■    n=12 during first year and 7 during second 
year), or 2.5 to 5.1% of oil in diet dry matter from extruded linseeds ( ...♦...  n=12 during first year and 8 
during second year), extruded rapeseeds ( --∆-- n=12 during first year and 4 during second year), cold-
pressed fat-rich rapeseed meal ( ___ □ ___ n=10 during first year and 8 during second year) or whole 
unprocessed rapeseeds ( __ ..○.. __ n=12 during first year and 8 during second year). Each point represents 
treatment least square mean. Error bars indicate SEM calculated within period (indoor or outdoor) (refer to 
Materials and Methods section). Effects of treatment, year, and week within year were significant (P < 
0.001), except for the influence of year on cis-9,trans-11,cis-15 CLnA during outdoor periods (P = 0.48), 
and week within year effect for CLnA cis-9,trans-11,trans-13 CLnA during indoor periods (P = 0.15). 
Treatment by year was only significant (P < 0.001) for cis-9,trans-11,cis-15 CLnA during both indoor and 
outdoor periods. Treatment by week within year was significant (P < 0.05) for cis-9,trans-11,cis-15 CLnA 
during indoor periods, and for cis-9,trans-11,trans-13 CLnA and cis-9,trans-11,trans-15 CLnA during 
outdoor periods. Effect was not significant (P > 0.20) in all the remaining cases. 
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11, trans-10,trans-12, trans-11,trans-13 and 
trans-12,trans-14 CLA, and cis-9,trans-
11,trans-13 CLnA. 

Figure 6B shows the position of the 40 
EL milk samples during the indoor and 
outdoor periods for years 1 and 2 on PC1 and 
PC2. The PC1 discriminates the milks from 
first indoor period and the 2 outdoor periods 
(enriched in trans-11,trans-15 18:2, cis-
12,trans-14 and trans-11,cis-13 CLA, and 
cis-9,trans-11,cis-15 CLnA), from those of 
the second indoor period (enriched in trans 
18:1 and 18:2 [except trans-11 18:1 and 
trans-11,trans-15 18:2], 18:2n-6, trans-7,cis-
9, trans-9,cis-11 and trans-10,cis-12 CLA, 
and 18:3n-3). Along the PC2, EL milks from 
the first indoor period are discriminated from 
the milks from outdoor periods (enriched in 
∆11 18:1, cis-9,trans-11, cis-11,trans-13, 
trans-12,cis-14 and trans,trans CLA from 
∆9,11 to ∆12,14 CLA and cis-9,trans-
11,trans-13 CLnA), whereas milks from the 
second indoor period are intermediate. None 
of the two PC allows to discriminate the EL 
milks from the first and the second outdoor 
period. 

 
Relationships Between Milk Fat Content 
and Fatty Acids 

Relationships between milk fat content 
and concentrations of intermediates of RBH 
were studied using the difference between 
each treatment least square mean (n = 5) and 
the mean of the five treatment least square 
means within each of the 4 periods (n = 20) 
(Figure 7). Among all identified 18-carbon 
FA, trans-10 18:1, trans-9,cis-11 CLA and 
trans-10,cis-12 CLA were the 3 FA showing 
the highest correlations with the milk fat 
content response (Figure 7, r < - 0.64; P > 
0.001). 

 
DISCUSSION 

 
Only few experiments have examined 

the effect of oilseed supplements on the 
detailed milk CLA and CLnA distribution, 
and none has considered the persistency of 
these changes over an extended period. 

Novel aspects of the present study include a 
detailed assessment of the effect of dietary 
oilseed supplements on milk CLA and CLnA 
composition over 2 consecutive lactations. 
Furthermore, this is the first report on the 
occurrence of α-eleostearic acid (cis-9,trans-
11,trans-13 CLnA) in bovine milk fat. 

 
Origin of CLA and CLnA in Milk Fat 
Previous investigations have reported the 
occurrence of cis-9,trans-11,cis-15 CLnA 
and cis-9,trans-11,trans-15 CLnA in 
ruminant milk fat (Plourde et al., 2007a, 
Gómez-Cortés et al., 2009, Halmemies-
Beauchet-Filleau et al., 2011), but this is the 
first report to confirm the appearance of fully 
conjugated α-eleostearic acid (cis-9,trans-
11,trans-13 CLnA) in bovine milk fat. The α-
eleostearic acid could have positive effect on 
health at low concentrations in animal 
models (0.01 to 1% of the total DMI) 
(Hennessy et al., 2011). However, the 
concentration of cis-9,trans-11,trans-13 
CLnA in milk fat (mean 0.025 g/100 g FA, n 
= 465, maximum of 0.083 g/100 g of FA) 
appears too low to be of significant 
nutritional benefit in humans. 

The milk cis-9,trans-11 CLA mainly 
originates from the action of the ∆9-
desaturase on trans-11 18:1 in the mammary 
gland (Griinari and Bauman, 1999, Palmquist 
et al., 2005), and this was confirmed in the 
present study by the close relationship 
between these 2 FA (Figure 5A). Milk trans-
7,cis-9 CLA and trans-6,-7,-8 18:1 were also 
closely correlated (Figure 5B) and the 
intercept of this relationship was close from 
zero. This suggests that trans-7,cis-9 CLA 
originates almost exclusively from 
endogenous synthesis via ∆9-desaturase, 
which is in line with a previous report (Corl 
et al., 2002). The regression slope coefficient 
was lower for the relationship between trans-
7,cis-9 CLA and trans-7,-6,-8 than for that 
between cis-9,trans-11 CLA and trans-11 
18:1. This could be due, at least in part, to the 
contribution of trans-6 18:1 to the sum of 
trans-6 to trans-8 18:1 which is likely 
important (based on GC-MS DMOX spectra
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Figure 5. Relationships between A) trans-11 18:1 and cis-9,trans-11 conjugated linoleic acid (CLA), B) 
trans-6, -7, -8 18:1 and trans-7,cis-9 CLA, C) trans-11,trans-13 CLA and cis-9,trans-11,trans-13 
conjugated linolenic acid (CLnA), D) trans-11,trans-15 18:2 and cis-9,trans-11,trans-15 CLnA, and E) 
trans-11,cis-15 18:2 and cis-9,trans-11,cis-15 CLnA concentrations in milk fat from cows housed indoors 
and fed grass silage and grass hay-based diets (open symbols) or at pasture (filled symbols), over 2 
consecutive lactations. P < 0.001 in all cases. Cows received diets containing no additional lipid (Control 
diet, □ and ■; n=12 during first year and 7 during second year), or 2.5 to 5.1% of oil in diet dry matter from 
extruded linseed (◊ and ♦; n=12 during first year and 8 during second year), extruded rapeseed (∆ and ▲; 
n=12 during first year and 4 during second year), cold-pressed fat-rich rapeseed meal (═ and ▬; n=10 
during first year and 8 during second year) or whole unprocessed rapeseed (○ and ●; n=12 during first year 
and 8 during second year). 

 A) B) 

C) D) 
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interpretation, data not shown). Milk cis-
9,trans-11,trans-13 and cis-9,trans-11,trans-
15 CLnA were closely correlated with trans-
11,trans-13 CLA and trans-11,trans-15 18:2 
concentrations, respectively (Figure 5C and 
D). These findings suggest that cis-9,trans-
11,trans-13 CLnA and cis-9,trans-11,trans-
15 CLnA in milk could be mainly 
synthesized endogenously via the action of 
∆9-desaturase on trans-11,trans-13 CLA and 
trans-11,trans-15 18:2 in the mammary 
gland, respectively. This hypothesis is 
supported by the fact that cis-9,trans-
11,trans-13 CLnA and cis-9,trans-11,trans-
15 CLnA have not been detected in ruminal 
fluid during incubations with 18:3n-3 in vitro 
or in vivo (Palmquist et al., 2005, Wasowska 
et al., 2006, Shingfield et al., 2010). The 
weak correlation between the milk 
concentrations of cis-9,trans-11,cis-15 CLnA 
and trans-11,cis-15 18:2, and the low value 
of the regression slope (Figure 5E), suggest 
that cis-9,trans-11,cis-15 CLnA in milk 
could be largely derived from the RBH of 
18:3n-3, in agreement with earlier studies 
reporting that cis-9,trans-11,cis-15 CLnA is 
formed from in vitro RBH of 18:3n-3 and 
that this FA is present in omasal digesta 
(Palmquist et al., 2005, Wasowska et al., 
2006, Shingfield et al., 2010). Despite cis-11 
18:1 was present at an average level of 0.82 
g/100 g FA in the milks of the present study 
(Lerch et al., 2012b), cis-9,cis-11 CLA was 
detected in only 53% of the 186 studied milk 
samples and only at trace amount (average of 
2.1 mg/100g FA). This suggests that 
mammary ∆9-desaturase is much less active 
on cis than on trans unsaturated FA. 

 
Effects of Indoor vs. Outdoor Period 
Whatever the year, at the exception of trans-
10,cis-12, trans-7,trans-9 and trans-8,trans-
10 CLA, milks from the CTL were richer in 
all individual CLA (especially cis-9,trans-11 
CLA) and CLnA during outdoor than indoor 
periods (on average for the 2 years, relative 
increases of 240% and 82% in total CLA and 
total CLnA, respectively). This result for 
CLA is in line with earlier studies, where 

pasture-based diets were compared to grass 
silage- (Mohammed et al., 2009) or 
concentrate-based diets (Kraft et al., 2003). 
In the present study, these effects could not 
be entirely explained by the estimated 
slightly higher diet 18:2n-6 and 18:3n-3 
contents during outdoor than indoor periods 
(on average for the 2 years, relative increase 
estimated to 14% for the sum of diet 18:2n-6 
and 18:3n-3 contents). It is likely that cows 
receiving fresh grass had different ruminal 
bacterial activities than cows receiving 
conserved grass-based diets. The underlying 
mechanisms for this difference are not fully 
understood but could be related to either high 
contents of rapidly fermentable sugars and 
soluble fiber in fresh grass, higher rumen 
passage rate and fluid dilution rate, or intake 
behavior (meal size, feeding frequency, 
rumination) in cows at pasture (Mohammed 
et al., 2009). 

 
Effects of Oilseed Supplements During 
Indoor Periods 

Effects of Oilseed Source (EL vs. ER) 
During Year 1. Differences similar to those 
observed in the present study between the 
effects of rapeseed and linseed on milk CLA 
concentration and isomer distribution have 
been reported in cows fed conserved hay- or 
grass silage-based diets supplemented with 
2.3 to 2.6% of added oil in DMI from ground 
seeds (Collomb et al., 2004) or oil 
(Shingfield et al., 2008). However, compared 
with EL effects in the present study, effects 
of higher magnitude on CLA isomer 
concentrations have been observed for a hay-
based diet supplemented with 5.2% of 
linseed oil (Roy et al., 2006), probably due to 
both level and form of linseed supplement. 

Effects of Rapeseed Form (ER vs. FRM 
vs. WR) During Year 1. Compared to the 
present study, FRM effects on milk CLA 
isomers were of lower magnitude with a 
corn/grass silage (75:25, DM basis)-based 
diet supplemented with 2.1% of added oil in 
DMI (Hristov et al., 2011). Moreover, 1.3% 
of rapeseed oil added to a  
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Figure 6. Loading plot of Principal Components (PC) 1 and 2 that accounted for 33 and 22%, respectively, 
of total variance in the concentrations of 36 fatty acids with 18-carbons determined in 40 milk samples 
from cows housed indoors and fed grass silage and grass hay-based diets or at pasture, and receiving 2.5-
3.5% oil in diet DM from extruded linseeds over 2 consecutive lactations (12 cows during the first year and 
8 cows during the second year). A) Plots of variables are projected on the first 2 PC. c∆ and t∆ represent cis 
and trans positional isomers, respectively, and non-boldface data indicates variables which did not 
participate to the PC (i.e. milk fat content and starch intake). B) Plots of milks (cows individually identified 
as 1 to 12) on the first 2 PC: indoor periods (open symbols) during the first (○) or second year (□), or 
outdoor periods (filled symbols) during the first (●) and second year (■). Effects due to period (indoor vs. 
outdoor) and year for indoor periods were significant for the 2 PC (P < 0.01), but effect due to year during 
outdoor periods was not significant (P > 0.20).  
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red clover silage-based diet (Halmemies-
Beauchet-Filleau et al., 2011) induced small 
changes in milk CLA and CLnA isomer 
concentrations compared to the effects of 
either ER or FRM in the present study. 
Differences in the magnitude of the 
responses between the present and earlier 
studies are probably related to both the oil 
level and the form of rapeseed supplements. 
Treatment WR (3.2% of added oil in DMI) 
only induced slight increases in milk trans-
11,cis-13 CLA and cis-9,trans-11,cis-15 
CLnA, which is in line with the lack of effect 
on milk total trans FA in our study (Lerch et 
al., 2012b), and in accordance with the 
absence of increase in milk CLA 
concentrations reported for a WR 
supplementation (4.9% of added oil in DMI) 
(Givens et al., 2009). 

Interactions Between Treatment and 
Year. At the exception of FRM, important 
interactions between treatment and year were 
observed for milk CLA and CLnA isomers 
during indoor periods (especially for EL, 
Figure 6). The slight increases in added oil 
level from EL and ER between the first and 
the second indoor periods (+0.3% and +0.7% 
of added oil in DMI, respectively) could not 
entirely explain these interactions. Milk 
concentrations of cis-12,trans-14 and trans-
11,cis-13 CLA, and cis-9,trans-11,cis-15 
CLnA decreased from the first to the second 
indoor period, whereas those of trans-9,cis-
11 and trans-10,cis-12 CLA, nonconjugated 
trans 18:2 and trans 18:1 (including trans-6,-
7,-8 and trans-10 18:1, Lerch et al, 2012b) 
increased (Figures 3 and 6). This could be 
linked to the higher diet starch content for EL 
and ER during the second indoor period, 
since a recent study demonstrated more 
extensive reduction of cis-9,trans-11,cis-15 
CLnA and higher accumulation of trans-
11,cis-15 18:2 and total trans 18:1 during 
incubations of 18:3n-3 in rumen fluid from 
cows fed diets containing higher amounts of 
starch than in rumen fluid from control cows 
(34.8 vs. 21.5% starch in DMI (Zened et al., 
2011). 

Moreover, interactions between linseed 
supplementation and diet starch content on 
milk CLA concentration and distribution 
were already observed in goats, where 
linseed oil supplementation of a corn silage-
based diet when compared to a hay-based 
diet, (22.0% and 6.9% of starch in DMI, 
respectively), increased more milk trans-
10,cis-12 CLA concentration, but less cis-
9,trans-11 CLA and especially trans-11,cis-
13 CLA (Bernard et al., 2009). Furthermore, 
this type of interaction could explain that ER 
in our first indoor period (2.9% of added oil 
and 5.5% of starch in DMI) increased trans-
11,cis-13 CLA, whereas supplementation of 
a corn silage-based diet with milled rapeseed 
or rapeseed oil (4.9% of added oil and 17% 
of starch in DMI) did not it (Givens et al., 
2009). This interaction could also explain 
that EL during the first indoor period (3.2% 
of added oil and 5.4% of starch in DMI) 
increased more cis-9,trans-11,cis-15 CLnA 
concentration than EL supplementation of a 
corn silage-based diet (4.7% of added oil and 
starch content estimated to 22% in DMI) 
(Akraim et al., 2007). 

Alternatively, the increase in diet starch 
content may have induced a shift in RBH of 
18:3n-3 from the typical pathway involving 
the formation of cis-9,trans-11,cis-15 CLnA, 
trans-11,cis-15 18:2, and trans-11 18:1 as 
major intermediates (Palmquist et al., 2005) 
towards another metabolic pathway 
involving the formation of trans-10,cis-
12,cis-15 CLnA, trans-10,cis-15 18:2, and 
trans-10 18:1 as major intermediates 
(Griinari and Bauman, 1999). However, in 
our study, the detailed analysis of milk fat by 
GC-MS did not reveal 18:3 isomers 
containing a trans-10 double bond (results 
not shown). Furthermore, the increase in 
milk trans-11,cis-15 18:2 concentration due 
to EL was higher during the second than the 
first indoor period (Lerch et al., 2012b), 
suggesting that a putative shift in RBH 
pathways did not occur. 
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Figure 7. Relationships between milk responses of 
A) trans-9,cis-11 conjugated linoleic acid (CLA) 
and fat content, B) trans-10,cis-12 CLA and fat 
content, C) trans-10 18:1 and fat content (n = 20). 
Each value represents the difference between LSM 
for each treatment and average of the 5 treatment 
LSM within each period. Cows were housed 
indoors and fed grass silage and grass hay-based 
diets (open symbols) or at pasture (filled symbols), 
over 2 consecutive lactations (year indicated as 1 or 
2). Cows received diets containing no additional 
lipid (□ and ■, Control diet), or 2.5 to 5.1% of oil in 
diet dry matter from extruded linseed (◊ and ♦), 
extruded rapeseed (Δ and ▲), cold-pressed fat-rich 
rapeseed meal (═ and ▬) or whole unprocessed 
rapeseed (○ and ●). 

Effects of Oilseed Supplements During 
Outdoor Periods 
At the contrary of the indoor periods, only 
slight interactions between treatment and 
year were observed during outdoor periods 
(Table 2 and Figure 6B). This persistency 
during the two successive lactations of 
changes in milk isomer CLA distribution and 
CLnA concentrations due to oilseed 
supplements was already reported for the 
overall milk FA composition (Lerch et al., 
2012b), and could be related to the very 
similar composition of the concentrates 
mixtures and grazing management between 
the 2 outdoor periods (Figure 3). One 
unexpected result was however the decrease 
in milk cis-9,trans-11 CLA concentration 
due to oilseed supplements at pasture, which 
does not agree with previous studies 
(Chilliard et al., 2002, Fearon et al., 2004). 
Lerch et al (2012b) observed that compared 
to the CTL, EL did not change and ER 
decreased trans-11 18:1, and both 
supplements decreased the GC peak of co-
eluted cis-9,trans-11, trans-7,cis-9 and trans-
8,cis-10 CLA during outdoor periods. In the 
present study, we confirm the decreasing 
effect on cis-9,trans-11 CLA concentration 
by EL and ER using a more powerful 
analytical method (Ag+-HPLC) allowing the 
separation of the 3 CLA isomers. Moreover, 
the concentrations of trans-9,cis-11 and 
trans-10,cis-12 CLA were decreased by both 
EL and ER (Figure 3). Such unexpected 
effects could be related to the fact that CTL 
diet was rather rich in 18:2n-6 and 18:3n-3 
and richer in starch than either EL or ER 
(Figure 3). In fact, diets rich in PUFA and 
starch are known to induce high ruminal 
accumulations of trans-9,cis-11, trans-10,cis-
12 CLA and trans 18:1, and are often 
accompanied by a trans-11 to trans-10 18:1 
shift (Griinari and Bauman, 1999, Palmquist 
et al., 2005). In the present study, the CTL 
diet starch content was not sufficient to 
induce a ruminal trans-11 to trans-10 18:1 
shift since we did not observe any increase in 
milk trans-10 18:1 concentration during 
outdoor periods (Lerch et al., 2012b). Thus, 

A) 

B) 

C) 
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despite not leading to a trans-11 to trans-10 
18:1 shift, the higher CTL dietary starch 
level likely induced a higher ruminal 
accumulation of trans-11 18:1 and cis-
9,trans-11, trans-9,cis-11 and trans-10,cis-12 
CLA, compared to EL and ER. 

Conversely to EL (465 g/d of added oil, -
1,355 g/d of starch compared to the CTL) 
and ER (465 g/d of added oil, -1,285 g/d of 
starch compared to the CTL) in the present 
study, rapeseed oil supplementation (500 g/d 
of added oil and -290 g/d of starch compared 
to the control treatment) did not affect milk 
cis-9,trans-11 CLA content and linseed oil 
supplementation (500 g/d of added oil and -
395 g/d of starch compared to the control 
treatment) increased it in grazing cows 
receiving 5 kg/d of concentrate (Rego et al., 
2009). Moreover, in these conditions both 
rapeseed and linseed oil supplementations 
did not affect trans-10,cis-12 CLA (Rego et 
al., 2009). These differences with the present 
study in the effect of rapeseed and linseed 
supplementations at pasture on milk CLA 
composition are in agreement with our 
hypothesis on the effect of dietary starch 
substitution rates, although an effect due to 
the different forms of oilseed supplements 
can not be ruled out. 

 
Relationships Between Milk Fat Content 
and Trans Fatty Acids 

Strong negative correlations were 
observed between within-period responses to 
dietary treaments of milk fat content, milk 
trans-10 18:1, trans-9,cis-11 CLA and trans-
10,cis-12 CLA concentrations (Figure 7). 
These observations are in line with previous 
studies, suggesting that trans-10 18:1, trans-
9,cis-11 CLA and trans-10,cis-12 CLA play 
key roles in MFD (Harvatine et al., 2009, 
Shingfield et al., 2010). However, the linear 
relationships observed in the present study 
constrast with the curvilinear responses 
previously observed (Loor et al., 2005, Roy 
et al., 2006, Shingfield et al., 2010). This 
could be due to the fact that changes in milk 
fat content across treatments in our study 

were much lower than those reported in 
previous studies with large MFD. 

Milk trans-9,cis-11 CLA was more 
strongly correlated with milk fat content than 
either trans-10 18:1 or trans-10,cis-12 CLA, 
contrary to previous studies (Roy et al., 2006, 
Shingfield et al., 2006). This could be due in 
part to the fact that our diets (grass-based 
diet, rapeseed or linseed supplementations) 
were richer in 18:3n-3 than in 18:2n-6, 
contrary to previous studies using corn 
silage-based diets and sunflower oil 
supplementations (Roy et al., 2006, 
Shingfield et al., 2006). This hypothesis is in 
line with recent in vitro studies where 18:2n-
6 RBH led to higher accumulations of trans-
10 18:1 and trans-10,cis-12 CLA than 18:3n-
3 RBH (Zened et al., 2011) whereas 18:3n-3 
RBH led to the formation of trans-9,cis-11 
CLA (Lee and Jenkins, 2011), conversely to 
18:2n-6 RBH (Honkanen et al., 2012). 

 
CONCLUSION 

 
Dietary oilseed supplements altered the 

concentrations of milk CLA and CLnA 
isomers, similarly during the 2 outdoor 
periods. Over the 2 entire lactations, EL 
resulted in milk enriched with ∆11,13, 
∆12,14, trans-9,trans-11 and trans-13,trans-
15 CLA, and all CLnA (including cis-
9,trans-11,trans-13 CLnA, identified for the 
first time in bovine milk fat). Treatments ER, 
and especially FRM, increased persistently 
milk trans-7,cis-9 CLA concentration, 
whereas WR decreased cis-9,trans-11 CLA 
(except during the first indoor period). 
Significant interactions between the 
composition of the basal diet (conserved 
grass vs. pasture, diet starch content) and 
oilseed supplementation were observed. 
Compared with the CTL, EL and ER 
decreased milk cis-9,trans-11, trans-9,cis-11 
and trans-10,cis-12 CLA concentrations 
during the outdoor periods, conversely to the 
indoor periods. Furthermore, the higher 
starch content of diets during the second than 
the first indoor period was accompanied by a 
larger increase in trans-7,cis-9 CLA, and 
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lower enrichments in cis-9,trans-11, cis-
12,trans-14 CLA, and especially trans-
11,cis-13 CLA and cis-9,trans-11,cis-15 
CLnA in milks from cows fed EL and ER. 
Additionally, EL increased milk trans-9,cis-
11 and trans-10,cis-12 CLA concentrations 
during the second but not during the first 
indoor period. Over the 2-year experiment, 
milk fat content was negatively correlated 
with milk trans-10 18:1 or trans-10,cis-12 
CLA concentration, but the strongest 
correlation was with trans-9,cis-11 CLA 
which could be characteristic of the 
responses to dietary 18:3n-3 in the present 
study. 
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5 DISCUSSION GENERALE 
 

L’originalité de cette étude est d’avoir quantifié les effets de supplémentations de 

rations à base d’herbe en différentes graines oléagineuses (colza et lin) et en différentes 

formes de graines de colza (graines extrudées, entières et tourteau gras), sur les performances 

zootechniques et la composition en AG du lait, durant 2 lactations consécutives chez la vache 

laitière. Ces informations sont nécessaires à un éventuel passage de ces pratiques alimentaires 

vers l’élevage, sans risque d’en compromettre les performances économiques. Ce travail a 

également permis de mieux connaître et comprendre le métabolisme des AGI chez la vache 

laitière, par l’étude approfondie de la composition en AG du lait et notamment des isomères 

trans des 18:1, 18:2 et 18:3. 

La première partie de cette discussion expose les limites de cette étude. Les 3 parties 

suivantes comparent nos résultats avec ceux de la littérature, pour les périodes hivernales puis 

estivales, ainsi que sur la persistance des effets au cours de 2 lactations consécutives. Enfin, 

une dernière partie fait le point sur les nouvelles connaissances que nous avons acquises sur le 

métabolisme des ALnC chez la vache laitière. 

5.1 Limites de l’étude 

5.1.1 Etude des performances reproductives et de la santé animale 

Deux des objectifs initiaux de la thèse consistaient à étudier l’effet des 

supplémentations en graines oléagineuses sur les performances de reproduction et la santé de 

la vache laitière. En effet, la supplémentation en lipides riches en 18:3n-3 pourrait avoir des 

effets positifs sur la production et l’activité des hormones de la reproduction (Santos et al., 

2008, Overton, 2009, Palmquist, 2009). Cette pratique pourrait cependant avoir des effets 

négatifs sur la santé animale en augmentant la lipoperoxidation plasmatique (Gobert et al., 

2009). L’analyse statistique des données relatives aux performances de reproduction 

(intervalles vêlage - retour de cyclicité ou vêlage - première chaleur observée, réussite en 

première insémination artificielle) ou à la santé animale (nombre de mammites, métrites, 

acétonémie ou boiterie) n’a pas permis de mettre en évidence d’effets significatifs liés aux 

traitements (P > 0.10). Il n’est cependant pas possible de conclure à l’absence d’effets des 

supplémentations oléagineuses étudiées sur ces paramètres. En effet, les effectifs limités 

d’animaux, associés à une faible réussite globale de la reproduction, avec une diminution de 
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38% du nombre de vaches entre la première et la deuxième année, n’ont pas permis d’avoir un 

nombre suffisant d’observations (seulement de 5 à 8 vaches par lot lors de la deuxième année 

d’expérimentation), pour étudier ce type de paramètres avec suffisamment de puissance 

statistique. En outre, les performances de reproduction lors de la première année 

d’expérimentation ne peuvent pas être reliées statistiquement aux effets des traitements, 

puisque plus de 50% des vaches étaient déjà cyclées au début de la période expérimentale 

(35ème +/- 1,7 jour de lactation). 

5.1.2 Modifications de la composition des régimes expérimentaux entre les 2 périodes 

hivernales 

Les valeurs nutritionnelles des ensilages d’herbe et des foins utilisés au cours des 

périodes hivernales ont fortement varié entre la première et la deuxième année 

d’expérimentation (Lerch et al., 2012a). Dans le but d’obtenir des régimes isoénergétiques et 

iso-PDI d’un traitement à l’autre mais aussi d’une année sur l’autre, le pourcentage de 

concentré dans les rations et la teneur des concentrés en blé granulé ont été augmentés en 

deuxième année en comparaison de la première. Ces variations ont vraisemblablement induit 

des phénomènes de subacidose pour les vaches des traitements CTL et EL pour lesquels les 

teneurs en amidon facilement fermentescible du blé granulé étaient alors les plus élevées. Ce 

phénomène a sans doute été accru du fait que les concentrés étaient distribués en 2 repas par 

jour espacés de 7,5 heures. Ceci pourrait expliquer les différences de performances 

zootechniques liées aux traitements, lors de la deuxième période hivernale, comparée à la 

première En outre, les teneurs plus élevées des régimes en amidon facilement fermentescible 

du blé granulé en deuxième période hivernale, comparée à la première, expliquent 

probablement les augmentations des teneurs en AG trans des laits notamment dans le cas des 

traitements EL et ER1. Ces effets inattendus, n’ont pas permis de comparer réellement les 

effets des supplémentations à relativement court terme (première période hivernale) à ceux 

observés à long terme (deuxième période hivernale). Cependant, ces variations de 

composition de rations entre les 2 périodes hivernales ont permis d’obtenir des résultats 

originaux concernant l’orientation et l’étendue de la biohydrogénation ruminale du 18:1 cis-9 

et du 18:3n-31. 

 

                                                            
1Cf. Parties 5.2.2 et 5.5.2 
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5.1.3 Dates de prélèvement des laits lors des périodes de pâturage 

La composition en AG des laits a été fortement influencée par l’effet semaine (ou 

prélèvement) au cours des périodes estivales. La variation de la composition chimique de 

l’herbe pâturée et le stade de lactation ne peuvent expliquer que partiellement ces différences 

et il semble que le mode de gestion du pâturage ait pu contribuer à cet effet semaine. Au cours 

des périodes estivales, un système de conduite du pâturage de type «tournant simplifié» 

(Hoden et al., 1991) a été utilisé. Dans ce système, les changements de parcelle du troupeau 

sont guidés par l’évolution de la PL. Ainsi, après l’entrée du troupeau sur une parcelle, la PL 

atteint un pic au bout de quelques jours (2 à 4 jours) avant de diminuer progressivement 

(figure 16). Au cours de cette phase descendante, le jour où la PL du troupeau est réduite de 

10% par rapport à la production maximale enregistrée, le troupeau est changé de parcelle. 

Toutefois, le choix des dates des prélèvements de laits pour l’analyse de la composition en 

AG, n’a pas tenu compte de cette dynamique. 

Lors d’une expérimentation étudiant les variations journalières de la PL et de la 

composition en AG du lait au cours d’un séjour de 4 jours sur une parcelle (Abrahamse et al., 

2008, Vlaeminck et al., 2010), la PL était maximale lors du deuxième jour sur la parcelle, 

alors qu’au même moment les teneurs du lait en ALC cis-9,trans-11 et en 18:3n-3 étaient les 

plus élevées et celles en 18:0 et 18:1 cis-9 étaient les plus faibles. Ces auteurs ont attribué ces 

variations à celles de la quantité et de la qualité de l’ingéré. En effet, la diminution 

progressive de l’herbe disponible au cours du séjour sur la parcelle ainsi que la préhension 

sélective des vaches, qui consomment dans un 1er temps les feuilles et se reportent sur les 

tiges dans un second temps, induisent des diminutions progressives de la quantité et de la 

valeur nutritionnelle de l’herbe ingérée (Abrahamse et al., 2008). Ces effets liés au 

comportement alimentaire des vaches dans le cadre d’un pâturage tournant, peuvent expliquer 

en partie que les laits collectés lors du deuxième prélèvement de la deuxième période estivale 

aient été plus riches en 18:3n-3 et en AG trans (incluant l’ALC cis-9,trans-11) et plus pauvres 

en 18:0 et en 18:1 cis-9, que ceux prélevés lors des 5 autres prélèvements des périodes 

estivales. En effet, seul le deuxième prélèvement (30 juin 2009) de la deuxième période 

estivale a été effectué le jour où la PL moyenne du troupeau était la plus élevée au cours du 

séjour sur la parcelle, les 5 autres prélèvements ayant été effectués lors de la phase 

descendante de PL (figure 16). Il reste toutefois difficile de confirmer cette hypothèse dans 

notre cas, puisqu’aucune séquence de prélèvement sur plusieurs jours au cours d’un même 

séjour sur une parcelle n’a été effectuée. 
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Figure 16: Evolution au cours du temps de la production laitière journalière aux différentes dates de prélèvements de lait effectués 
pour les analyses du profil en acides gras, pendant les périodes estivales (pâturage) 
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Cependant, malgré cet effet important dû à la semaine, l’interaction entre les effets des 

traitements et de la semaine sur la composition en AG du lait ont été faibles, puisque les 

traitements ont eu des effets comparables quelle que soit la date de prélèvement et l’année au 

cours des périodes estivales1. 

5.2 Effets des suppléments oléagineux en période hivernale 

Les tableaux 2 et 3 présentent une synthèse de différentes études sur les effets de 

supplémentations en graines de lin extrudées ou en différentes formes de colza. 

5.2.1 Première année d’expérimentation 

Le traitement EL a eu tendance à diminuer l’ingestion. En revanche, les traitements ER, 

FRM ou WR n’ont pas modifié ce paramètre. De la même manière, des supplémentations en 

EL de régimes à base d’ensilage de maïs ont diminué (Chilliard et al., 2009) ou ont eu 

tendance à diminuer l’ingestion (Ferlay et al., 2010), à l’inverse de supplémentations avec 

différentes formes de colza dans le cadre de divers régimes de base (tableau 2). Cette 

différence entre le lin et le colza pourrait être reliée à un effet hypophagique post-prandial 

plus marqué dans le cas des AGPI que dans le cas des AGMI, puisque la diminution de 

l’ingestion est plus marquée lors d’infusions post-ruminales d’huiles riches en AGPI en 

comparaison d’huiles riches en AGMI (Shingfield et al., 2010). Dans le cas de notre étude, 

malgré cet effet négatif peu significatif d’EL sur l’ingestion, aucun effet n’a pu être observé 

sur le bilan énergétique calculé, les variations de poids et d’état corporel et les paramètres 

plasmatiques au cours des 15 premières semaines de supplémentation. De la même manière, 

une supplémentation en graines de lin moulues (2,5% d’huile dans la MSI) a diminué 

l’ingestion de la ration mais n’a pas modifié la variation de poids vif et les concentrations 

plasmatiques en AGNE, BHB et glucose pendant les 28 premières semaines de lactation (Petit 

et Côrtes, 2010). 

La PL, le Taux de Lactose (TL) et la production de lactose n’ont pas été modifiés par 

les traitements. Ces paramètres ne sont que rarement affectés par des supplémentations en 

graines de lin ou de colza à des teneurs inférieures à 4,5% d’huile dans la MSI, en 

comparaison de régime contrôle iso-énergétique et iso-protéique (tableau 1). Seuls Hristov et 

al., (2011) ont observé des diminutions, respectivement, de 5 et 15% de la PL et de la 

production de lactose, associées à l’apport de FRM (2,1% d’huile dans la MSI), chez des 

                                                            
1Cf. Parties 5.3 et 5.4 
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vaches hautes productrices (+ de 40 kg/jour de lait). Comme dans notre étude, le TB et la 

production de matières grasses n’ont pas été modifiées par l’apport d’EL ou d’ER dans des 

rations à base d’herbe conservée (Gonthier et al., 2005, Egger et al., 2007). A l’inverse, dans 

le cas de régimes à base d’ensilage de maïs, le TB et parfois la production de matières grasses 

ont été diminués par l’apport d’EL ou d’ER (Bayourthe et al., 2000, Akraim et al., 2007, 

Chilliard et al., 2009, Ferlay et al., 2010) (tableau 2). Dans le cas de régimes à base d’ensilage 

de maïs, la diminution du TB était accompagnée par une augmentation de la teneur du lait en 

18:1 trans-10, lorsque ce paramètre était mesuré (Akraim et al., 2007, Chilliard et al., 2009, 

Ferlay et al., 2010). Bien que le traitement FRM dans le cas de la présente étude et qu’une 

supplémentation en graines de colza moulues, dans une autre étude (Givens et al., 2009), aient 

augmenté la teneur du lait en 18:1 trans-10, ces traitements n’ont cependant pas induit de 

diminution du TB ou de la production de matières grasses. Cela peut s’expliquer par le fait 

que l’augmentation de la teneur du lait en 18:1 trans-10 associée à ces régimes n’a pas été 

accompagnée d’augmentations des teneurs en ALC trans-9,cis-11 et trans-10,cis-12, aux 

effets antilipogéniques supposés supérieurs à ceux du 18:1 trans-10 (Shingfield et al., 2010). 

Malheureusement, ceci ne peut pas être vérifié dans le cas des études de Bayourthe et al. 

(2000), Akraim et al. (2007), Chilliard et al. (2009) et Ferlay et al. (2010), qui ne rapportent 

pas le profil détaillé en ALC. Dans le cas de la présente étude, le TP a été diminué par 

l’ensemble des traitements oléagineux et notamment par FRM. Ceci est en accord avec de 

nombreux cas de diminution du TP associée à la supplémentation en lin ou en colza (tableau 

2). Dans notre étude, la production de matières protéiques du lait n’a cependant pas été 

modifiée, ce qui indique une baisse du TP par effet dilution des protéines dans le lait. 

Toutefois, certains auteurs ont relevé conjointement des diminutions du TP et de la production 

de matières protéiques (Ward et al., 2002, Akraim et al., 2007) dont les mécanismes ne sont 

pas totalement élucidés1. 

Des modifications très importantes de la composition en AG du lait associées aux 

suppléments étudiés ont été observées. Ainsi, l’ensemble des traitements oléagineux a 

diminué la teneur du lait en AG synthétisés de novo au profit du 18:0 et des 18:1. Ces 

résultats sont en accord avec ceux rapportés lors de supplémentations en lin ou en colza 

(tableau 3). L’amplitude variable des effets peut s’expliquer par des différences en terme de 

niveau d’apport, de forme de supplément ou de nature des régimes de base. 

                                                            
1Cf. Partie 1.4.2 



 

 

Tableau 2: Effets de supplémentations en colza ou en lin chez la vache laitière sur l’ingestion, la production et la composition du lait1

Nature de l'oléagineux 

% d'huile 
dans la MSI 

apporté par le 
supplément Fourrages2 F:C3 

Durée 
(semaines) MSI 

Production 
laitière 

(kg/jour) 
Taux (g/kg de lait) Matières produites (g/jour) 

Références Butyreux Protéique Lactose Grasses Protéiques Lactose 
Contrôle 0 Ens Herbe / 

Ens Maïs 
60:40 4 15,9 21,1 38,2 34,1 45,5 800 720 960 Gonthier et al., 

2005 Graines de lin extrudées 4,7   15,5 18,0 35,6 33,3 45,5 650 600 820 
Contrôle 0 Ens Maïs 68:32 3 NR 34,9 46,1 29,5 NR 1590 1030 NR Akraim et al., 2007 
Graines de lin extrudées 4,7    NR 32,3 43,6 28,9 NR 1410 930 NR  
Contrôle 0 Ens Maïs 63:37 4 19,8 23,0 41,1 34,0 48,3 950 776 1111 Chilliard et al., 

2009 Graines de lin extrudées 5,8    16,7 20,8 35,3 33,3 48,0 709 680 1000 
Contrôle 0 Ens Maïs 71:29 5 21,4 27,3 42,2 33,8 50,8 1139 913 NR Ferlay et al., 2010 
Graines de lin extrudées 5,0    19,3 29,2 37,3 31,9 52,7 1079 925 NR  
Contrôle 0 Foin 63:37 6 17,7 23,3 40,1 36,1 48,7 940 830 NR Egger et al., 2007 
Graines de lin extrudées 2,4    18,2 23,5 41,5 36,1 48,3 960 840 NR  
Contrôle 0 Foin 78:22  21,1 30,3 40,2 33,5 49,0 NR NR NR Collomb et al., 

2004b Graines de lin moulues 1,7   3 19,7ab 29,9 41,9 33,7 49,8 NR NR NR 
Graines de lin moulues 2,6   2 18,7b 28,5 41,8 32,9 49,9 NR NR NR  
Graines de colza moulues 2,3   5 20,8a 31,0 40,5 33,9 50,0 NR NR NR  
Contrôle 0 Ens Luz /  

Ens Orge 
  20,0 24,7 39,3 34,1 NR 960 840 NR Ward et al., 2002 

Graines de lin moulues 3,4 56:44 3 19,1 23,0 39,6 33,1 NR 990 750 NR  
Graines de colza moulues 3,4    19,5 23,8 37,4 33,1 NR 930 790 NR  
Contrôle 0 Ens Herbe 57:43 4 14,2 17,5 38,7 32,3 45,9 677 564 803 Murphy et al., 

1990 Graines de colza entières 2,8    14,3 17,2 38,3 31,9 45,7 656 544 787 
Graines de colza moulues 2,8    14,1 18,0 38,8 31,5 46,1 695 563 829  
Contrôle 0 Ens Maïs 75:25 4 24,9 39,6 38,6 31,9 NR 1519 1258 NR Bayourthe et al., 

2000 Graines de colza extrudées 2,0    25,4 41,4 31,4 30,9 NR 1280 1246 NR 
Contrôle 0 Ens Maïs 75:25 4 24,2 37,2 38,1 31,7 NR 1430 1171 NR  
Graines de colza entières 2,0    24,7 35,2 37,1 30,3 NR 1340 1055 NR  
Contrôle 0 Ens Maïs 75:25 4 24,6 34,1 39,3 32,3 NR 1334 1094 NR  
Graines de colza moulues 2,0    24,6 34,8 36,2 29,5 NR 1246 1021 NR  
Contrôle 0 Ens Maïs / 

Ens Herbe 
50:50 4 22,8 36,2 38,5 32,1 45,2 1390 1164 1636 Givens et al., 2009 

Huile de colza 4,9   21,3b 37,1a 33,7 30,5 45,8 1259 1128 1704ab  
Graines de colza moulues 4,9    23,4a 38,1a 39,5 31,8 46,5 1489 1205 1775a  
Graines de colza entières 4,9    24,2a 34,3b 42,0 32,4 45,9 1444 1106 1581b  
Contrôle 0 Ens Maïs / 

Ens Luz 
57:43 2,4 30,9 47,1 28,1 29,8 48,8 1320 1400 2300 Hristov et al., 2011 

Tourteaux de colza gras 
(pression à froid) 

            
2,1    29,3 44,9 28,0 30,0 48,0 1250 1340 2160  



 

 

Tableau 2 suite % d'huile 
dans la MSI 

apporté par le 
supplément Fourrages2 F:C3 

Durée 
(semaines) MSI 

Production 
laitière 

(kg/jour) 
Taux (g/kg de lait) Matières produites (g/jour) 

Références 

 
Nature de l'oléagineux Butyreux Protéique Lactose Grasses Protéiques Lactose 
Contrôle 0 Ens Herbe / 

Foin 
70:30 15 20,2 27,8 35,8 29,9 48,6 983 819 1353 Lerch et al., 2012a 

Graines de lin extrudées 3,2   18,7 27,3 36,8 28,6a 48,8 982 771 1332  
Graines de colza extrudées 2,8    19,6 28,1 35,1 28,1a 48,6 974 774 1361  
Tourteaux de colza gras 
(pression à froid) 

             

3,8    19,2 28,4 35,4 27,0b 49,1 996 756 1381  
Graines de colza entières 3,2    20,1 26,8 36,4 28,7a 48,2 961 759 1293  
              
Contrôle 0 Pâturage 3,0 kg/j 4,6 NR 20,1 38,9 34,9 47,2 767 699 948 Lawless et al., 

1998 Graines de colza moulues 600 g/j    NR 20,3 35,6 33,9 47,5 728 686 962 
Contrôle 0 Pâturage 3,0 kg/j 20 NR 15,4 43,5 35,0 47,7 NR NR NR Fearon et al., 2004 
Graines de colza granulées 200 g/j    NR 16,2 42,5 34,0 47,6 NR NR NR  
Graines de colza granulées 400 g/j    NR 16,1 41,7 33,8 47,5 NR NR NR  
Graines de colza granulées 600 g/j    NR 16,5 39,5 33,3 47,5 NR NR NR  
Contrôle 0 Pâturage 5 kg/j 36 NR 21,6 34,0 31,9 4,77 725 678 1035 Lerch et al., 2012a 
Graines de lin extrudées 440 g/j    NR 22,6 36,2b 32,0a 4,82 805 716 1090  
Graines de colza extrudées 410 g/j    NR 22,4 35,8b 31,5a 4,77 802 695 1070  
Tourteaux de colza gras 
(pression à froid) 

              

550 g/j    NR 23,2 34,0b 30,0b 4,85 783 685 1114  
Graines de colza entières 460 g/j     NR 21,0 39,3a 31,4a 4,72 809 647 994   
1Pour chaque expérimentation, les valeurs des traitements supplémentés en bleu sont plus faibles et celles en rouge plus élevées que celle du traitement contrôle (P < 0.05). 
2Ens: Ensilage, Luz: Luzerne 
3F:C: ratio fourrage : concentré exprimé sur la base de la matière sèche ou kg/j lorsque c’est précisé. 
a,b,c Pour chaque expérimentation, entre les traitements supplémentés les valeurs ayant une lettre différentes, différent significativement (P < 0.05) 
NR: Non rapporté 
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Si les effets d’EL et d’ER sur les teneurs du lait en AG synthétisés de novo, 18:0 et 

sommes des 18:1 cis et trans ont été d’amplitudes équivalentes, en revanche cette 

comparaison directe a permis de mettre en évidence de nombreuses différences en terme de 

distribution des AGI. Ainsi, l’apport d’EL a plus augmenté la teneur du lait en 18:1 ∆12 à 

∆16, 18:2 trans, ALC cis-9,trans-11, trans-9,trans-11, ∆11,13 à ∆13,15, 18:3n-3 et en ALnC 

que celui d’ER, alors que l’inverse a été observé pour les 18:1 cis-11, trans-4 à trans-9, 

l’ALC trans-7,cis-9 et les 20:1 cis-9 et cis-11. L’ALC trans-7,cis-9 a été le seul AGPI à être 

augmenté plus fortement par ER que par EL, probablement en raison de son origine 

principalement mammaire et de l’augmentation plus importante en 18:1 trans-6,-7,-8 pour ER 

comparativement à EL. De telles différences associées à l’apport de lin ou de colza sur la 

distribution des isomères 18:1, 18:2 non conjugués, ALC et 20:1 avaient déjà été mises en 

évidence par Collomb et al. (2004a,b) et Mihhejev et al. (2007, pour les AG non conjugués), 

mais n’ont pas été rapportées pour les ALnC. Ces différences de profil détaillé en AGI liées à 

la nature de la graine oléagineuse, s’expliquent probablement par des profils distincts en 

intermédiaires de la biohydrogénation du 18:1 cis-9 et du 18:3n-3 au niveau du rumen 

(Palmquist et al., 2005, Shingfield et al., 2010). 

Les effets des différents traitements du colza sur la composition en AG du lait ont été 

globalement similaires, y compris sur la distribution des isomères d’AGI. Cependant, 

l’amplitude des réponses a été plus marquée dans le cas de FRM, puis ER et finalement WR. 

La différence d’amplitude des effets entre ER et FRM lors de la première période hivernale ne 

peut être imputée que partiellement à la différence de niveau d’apport en huile entre les 2 

traitements (respectivement 2,9 et 3,7% d’huile dans la MSI). En effet, dans le cas des autres 

périodes de l’essai, les niveaux d’huile apportée par ER et FRM étaient comparables or la 

hiérarchie des effets entre ER et FRM est restée constante. Il est possible que les lipides 

apportés par FRM soient plus disponibles au niveau du rumen que ceux apportés par ER. 

Ainsi, les effets de FRM pourraient se rapprocher de ceux de l’huile de colza. Cependant, 

aucune comparaison directe dans la littérature ne permet de confirmer cette hypothèse. De la 

même manière, les lipides apportés sous la forme ER semblent être plus disponibles que ceux 

apportés sous la forme WR, comme déjà constaté par Bayourthe et al. (2000). L’enveloppe 

pariétale de la graine de colza présente une structure très lignifiée, qui la rend résistante à la 

dégradation ruminale (Murphy et al., 1990). Ainsi, seule une partie des lipides contenus dans 

WR serait disponible au niveau du rumen et serait libérée très progressivement, permettant 

leur hydrogénation quasi complète. Ceci pourrait expliquer que WR ait la particularité de 
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diminuer les AG synthétisés de novo et d’augmenter la teneur en 18:0, tout en ayant des effets 

très faibles sur les teneurs en AG trans du lait. Ces effets spécifiques de WR sont en accord 

avec ceux rapportés précédemment (Bayourthe et al., 2000, Givens et al., 2009). Par ailleurs, 

ce phénomène pourrait expliquer que les bilans énergétiques calculés aient été largement 

positifs dans le cas de WR, sans répercussion positive sur le poids vif ou l’état corporel des 

vaches, en raison d’une faible digestibilité de l’énergie contenue dans WR. 

5.2.2 Deuxième année d’expérimentation 

D’importantes interactions entre les effets des traitements et de l’année ont été 

observées au cours des périodes hivernales. Ainsi les augmentations de MSI, de PL et de 

poids vif, reliées à l’augmentation de la parité moyenne du troupeau, entre la première et la 

deuxième période hivernale ont été plus marquées pour FRM que pour CTL et EL. Nous 

supposons que les vaches recevant les traitements CTL et EL ont subi un phénomène de 

subacidose ruminale lors de la deuxième période hivernale, en raison d’une teneur en amidon 

élevée dans ces 2 régimes, aux alentours de 20% de la MSI. Ce niveau d’amidon peut être 

suffisant pour induire ce type de trouble digestif, connu pour diminuer l’ingestion et la PL 

dans certains cas (Krause et Oetzel, 2006) et ce, d’autant plus que les concentrés n’étaient 

apportés qu’en 2 repas par jour et que l’amidon du blé granulé est très fermentescible (Offner 

et al., 2003). Cet effet n’aurait eu lieu qu’avec ces 2 régimes, puisque les régimes FRM et WR 

de la deuxième période hivernale avaient des teneurs en amidon égales ou inférieures à 13% 

de la MSI, comme ceux de la première période hivernale. Aucun paramètre ruminal n’ayant 

été mesuré dans le cadre de l’essai, il n’est pas possible de confirmer cette hypothèse. 

Cependant, les évolutions du TB, de la production de matières grasses et de la composition 

fine en AG du lait confortent cette hypothèse. En effet, la teneur du lait en ALC trans-10,cis-

12 a été plus élevée pour CTL et EL que pour FRM et celle en 18:1 trans-10 a été plus élevée 

pour EL que pour FRM durant la deuxième période hivernale. Des teneurs élevées dans le lait 

en AG trans-10 sont en effet reconnues comme étant des indicateurs de conditions de 

subacidose au niveau du rumen (Enjalbert et al., 2008, Colman et al., 2010). En outre, ces 

augmentations sont souvent reliées à un phénomène de chute du TB et de la production de 

matières grasses (Shingfield et al., 2010). Or, la variation de TB entre la première et la 

deuxième période hivernale a été négative pour CTL et EL mais positive pour FRM et quasi 

nulle pour WR et la production de matières grasses a été augmentée significativement entre 

les 2 années uniquement dans le cas de FRM. 

 



 

 

Tableau 3: Effets de supplémentations en colza ou en lin chez la vache laitière sur le profil en acides gras du lait1 

Nature de l'oléagineux 

% d'huile dans 
la MSI 

apporté  par le 
supplément Fourrages2 F:C3 

Durée 
(semaines)

g/100 g d’acides gras du lait  

Somme 
4:0 à 14:0 16:0 18:0 

18:1 
cis-9 

18:1 
trans-10 

18:1 
trans-11 18:2n-6 18:3n-3 

ALC 
cis-9,trans-114 

 

Références 
Contrôle 0 Ens Herbe 

/ Ens Maïs 
60:40 4 25,5 31,7 11,4 21,25 2,36 2,07 0,4 0,9 Gonthier et al., 

2005 Graines de lin extrudées 4,7   16,2 21,0 16,5 31,55 5,96 3,17 0,7 1,9 
Contrôle 0 Ens Maïs 68:32 3 24,3 33,6 9,4 18,7 0,44 0,87 1,92 0,27 0,59 Akraim et al., 2007 
Graines de lin extrudées 4,7    19,2 23,3 14,4 22,0 1,09 2,07 1,62 1,20 1,12  
Contrôle 0 Ens Maïs 63:37 4 27,0 29,1 8,3 17,4 0,39 1,49 1,69 0,67 0,77 Chilliard et al., 

2009 Graines de lin extrudées 5,8    18,4 19,6 11,7 22,4 2,80 2,75 1,61 1,20 1,27 
Contrôle 0 Ens Maïs 71:29 5 24,0 38,1 6,9 13,3 0,30 0,86 1,35 0,22 0,38 Ferlay et al., 2010 
Graines de lin extrudées 5,0    21,0 20,0 14,1 21,0 0,95 4,51 1,22 1,05 1,51  
Contrôle 0 Foin 63:37 6 22,3 34,2 8,7 19,3 NR 1,24 2,27 0,60 0,71 Egger et al., 2007 
Graines de lin extrudées 2,4    19,3 25,2 13,8 25,0b NR 1,37 2,25a 1,18a 0,80  
Contrôle 0 Foin 78:22  26,8 31,1 5,4 11,3 1,186 1,8 0,7 0,51 Collomb et al., 

2004b Graines de lin moulues 1,7   3 25,9a 26,2a 8,7b 14,0b 1,39b6 1,5 1,2b 0,53b 
Graines de lin moulues 2,6   2 22,4b 22,1b 10,7a 17,1a 2,18a6 1,6 1,6a 0,82a  
Graines de colza moulues 2,3   5 25,2a 24,5ab 9,1ab 16,6a 1,59b6 1,6 0,7c 0,62b  
Contrôle 0 Ens Luz /  

Ens Orge 
  19,9 24,9 13,6 26,2 2,536 2,977 0,46 1,40 Ward et al., 2002 

Graines de lin moulues 3,4 56:44 3 16,1a 21,7 17,4 30,248 2,16b6 2,257 1,21a 1,16b  
Graines de colza moulues 3,4    15,1b 20,9 16,9 31,948 2,55a6 2,167 0,48b 1,41a  
Contrôle 0 Ens Herbe 57:43 4 27,5 33,2 8,5 17,88 2,667 0,44 NR Murphy et al., 1990 
Graines de colza entières 2,8    24,3a 29,5a 11,4b 22,6b8 2,027 0,42 NR  
Graines de colza moulues 2,8    22,1b 24,3b 14,0a 28,1a8 2,047 0,41 NR  
Contrôle 0 Ens Maïs 75:25 4 28,2 32,8 10,8 18,85 1,626 2,467 0,54 NR Bayourthe et al., 

2000 Graines de colza extrudées 2,0    24,1 25,5 13,5 24,45 3,216 2,487 0,79 NR 
Contrôle 0 Ens Maïs 75:25 4 29,1 32,4 10,0 16,65 1,436 2,317 0,59 NR  
Graines de colza entières 2,0    26,4 28,6 11,9 20,25 1,636 2,397 0,68 NR  
Contrôle 0 Ens Maïs 75:25 4 28,2 36,3 10,0 17,25 1,316 2,257 0,53 NR  
Graines de colza moulues 2,0    25,3 29,5 13,3 22,05 1,716 2,257 0,65 NR  
Contrôle 0 Ens Maïs / 

Ens Herbe 
50:50 4 22,5 34,5 9,8 18,6 0,37 1,4 2,25 0,25 0,5710 Givens et al., 2009 

Huile de colza 4,9   18,2c 19,8b 14,6a 24,3a 0,84a 4,9a 1,78 0,22b 1,31a10  
Graines de colza moulues 4,9    21,1b 21,6b 15,5a 23,0a 0,62a 2,2b 1,73 0,27a 0,86ab10  
Graines de colza entières 4,9    25,9a 31,1a 10,8b 17,0b 0,26b 1,1b 1,76 0,23b 0,44b10  
Contrôle 0 Ens Herbe 8 kg/j 4 25,1 34,4 9,1 18,3 0,27 1,01 1,03 0,35 0,60 Mihhejev et al., 

200711 Tourteaux de colza gras 
(pression à froid) 

             
500 g/j    22,0 22,4 13,5 26,2a 0,69 1,41b 1,12 0,41b 0,83b  

Tourteaux de lin gras 
(pression à froid) 

              
500 g/j    22,2 24,0 13,8 22,6b 0,26 2,31a 1,08 0,94a 1,26a  

Contrôle 0 Ens Maïs / 
Ens Luz 

57:43 2,4 21,2 24,9 11,2 20,7 1,50 1,55 2,79 0,36 0,6710 Hristov et al., 2011 
Tourteaux de colza gras 
(pression à froid) 

             
2,1    18,5 23,4 12,5 22,7 2,12 1,61 2,58 0,36 0,6810  

Lactation 1 - Contrôle  0 Ens Herbe 
/ Foin 

70:30 15 25,7 30,7 8,7 17,9 0,27 1,20 1,44 0,70 0,58 Lerch et al., 2012b 
Graines de lin extrudées 3,2   19,8a 21,1bc 14,1b 24,9b 0,29bc 1,82a 1,30b 1,13a 0,82a  
Graines de colza extrudées 2,9    20,0a 22,0b 13,9b 24,1b 0,36b 1,63a 1,34ab 0,77b 0,73b  
Tourteaux de colza gras 
(pression à froid) 

              
3,7    17,6b 19,7c 15,4a 27,8a 0,54a 1,80a 1,45a 0,76b 0,81ab  



 

 

Tableau 3 suite  % d'huile dans 
la MSI 

apporté  par le 
supplément Fourrages2 F:C3 

Durée 
(semaines)

g/100 g d’acides gras du lait  
 Somme 

4:0 à 14:0 16:0 18:0 
18:1 
cis-9 

18:1 
trans-10 

18:1 
trans-11 18:2n-6 18:3n-3 

ALC 
cis-9,trans-114 

 
Nature de l'oléagineux Références 
Graines de colza entières 3,2    21,2a 24,9a 13,1b 23,3c 0,21c 1,29b 1,17c 0,67c 0,58c  
Lactation 2 - Contrôle 0 Ens Herbe 

/ Foin 
41:59 69 24,8 30,8 7,9 17,8 0,70 1,18 1,87 0,57 0,66  

Graines de lin extrudées 3,5   19,4bc 22,0b 11,2b 22,5b 1,55a 2,13b 1,87a 1,60a 1,00a  
Graines de colza extrudées 3,6    20,9ab 22,1b 12,2b 24,4ab 1,19b 1,83c 1,82a 0,68b 0,94a  
Tourteaux de colza gras 
(pression à froid) 

              
3,5    18,2c 19,2c 15,4a 25,8a 0,84c 2,51a 1,78a 0,68b 0,98a  

Graines de colza entières 5,1    22,8a 25,7a 12,3b 22,8b 0,39d 1,08 1,46b 0,50c 0,55b  
               
Contrôle 0 Pâturage 5 kg/j 4 19,6 24,1 14,3 22,1 0,28 2,70 1,12 0,60 1,1910 Rego et al., 2009 
Huile de colza 500 g/j    13,0 18,0 17,3 30,6a 0,74 2,54b 0,98 0,38b 1,14b10  
Huile de lin 500 g/j    13,6 17,0 16,8 26,5b 0,58 3,70a 0,99 0,53a 1,54a10  
Contrôle 0 Pâturage 3,0 kg/j 4,6 17,0 29,1 10,8 24,98 2,332 0,71 1,749 Lawless et al., 

199812 Graines de colza moulues 600 g/j    12,7 22,3 12,0 35,38 2,452 0,57 2,499

Contrôle 0 Pâturage 0 kg/j 8 22,4 23,7 12,0 29,08 1,83 0,80 0,48 Murphy et al., 1995, 
Stanton et al., 1997 Graines de colza moulues 300 g/j  3,0 kg/j  18,0a 19,8 12,6 36,3b8 1,99 0,60a 0,52b 

 600 g/j  3,0  kg/j  13,5b 18,1 12,1 42,7a8 2,30 0,49b 0,79a 
Contrôle 0 Pâturage 3,0 kg/j 20 22,6 28,8 11,8 25,55 4,096 1,00 0,61 1,379 Fearon et al., 2004 
Graines de colza granulées 200 g/j    19,6a 25,8a 13,2c 29,5c5 4,88c6 1,04b 0,61 1,43b9  
Graines de colza granulées 400 g/j    18,2b 24,2b 14,0b 31,0b5 5,53b6 1,07 0,62 1,58ab9  
Graines de colza granulées 600 g/j    14,9c 21,2c 15,1a 34,6a5 6,78a6 1,15a 0,60 1,85a9  
Lactation 1 - Contrôle  0 Pâturage 5 kg/j 36 20,3 22,7 10,0 23,6 0,40 3,76 1,52 0,72 1,86 Lerch et al., 2012b 
Graines de lin extrudées 440 g/j    15,3bc 18,0b 14,0 27,6bc 0,42b 3,78a 1,55a 1,33a 1,61a  
Graines de colza extrudées 410 g/j    17,0ab 19,1b 13,7 28,4ab 0,46b 2,82b 1,57a 0,79b 1,35b  
Tourteaux de colza gras 
(pression à froid) 

              
550 g/j    13,7c 18,4b 13,5 29,3a 0,89a 3,78a 1,40b 0,69c 1,68a  

Graines de colza entières 460 g/j    18,4a 21,0a 13,8 26,3c 0,27c 2,87b 1,34b 0,77b 1,22b  
Lactation 2 - Contrôle 0 Pâturage 5 kg/j 88 22,8 24,2 8,3 18,9 0,53 4,58 1,43 0,86 2,38  
Graines de lin extrudées 490 g/j    19,2ab 19,7c 11,4 22,7ab 0,41c 4,47a 1,56a 1,66a 1,92b  
Graines de colza extrudées 520 g/j    19,8a 21,3b 11,5 23,3a 0,53b 3,85b 1,50a 0,92b 1,90b  
Tourteaux de colza gras 
(pression à froid) 

              
430 g/j    17,6b 19,9bc 10,4 24,1a 0,80a 5,01a 1,51a 0,89b 2,37a  

Graines de colza entières 650 g/j       21,0a 22,0a 11,5 21,8b 0,27d 3,89b 1,20b 0,88b 1,77b   
 

 

1Pour chaque expérimentation, les valeurs des traitements supplémentés en bleu sont plus faibles et celles en rouge plus élevées que celle du traitement contrôle (P < 0.05). 
2Ens: Ensilage, Luz: Luzerne. 
3F:C: ratio fourrage : concentré exprimé sur la base de la matière sèche ou kg/j lorsque précisé. 
4Mesuré par CPG-DIF sauf si précisé. 
5Somme des 18:1 cis 6Somme des 18:1 trans 7Somme des 18:2 8Somme des 18:1 9Somme des ALC 
10Déterminée par Ag+-HPLC. 
11Mesuré dans le fromage. 
12Pas de statistiques rapportées 
a,b,c Pour chaque expérimentation, entre les traitements supplémentés les valeurs ayant une lettre différentes, différent significativement (P < 0.05). 
NR: Non rapporté 
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L’étude de l’effet d’EL sur la composition en AG du lait entre la première et la 

deuxième période hivernale, nous permet de comparer les effets d’une supplémentation en 

18:3n-3 dans le cas de régimes à teneur en amidon assez faible (première période) ou élevée 

(deuxième période). Ainsi, EL a augmenté les teneurs du lait en 18:1 trans-10 et en ALC 

trans-9,cis-11 et trans-10,cis-12 seulement lors de la deuxième période hivernale et a plus 

augmenté les teneurs en 18:1 et 18:2 non conjugués trans (sauf en 18:2 trans-11,trans-15) et 

en 18:3n-3, mais a moins augmenté celles en 18:0, 18:1 cis-9, ALC cis-9,trans-11 et plus 

particulièrement celle en ALC trans-11,cis-13 lors de la deuxième période hivernale par 

rapport à la première (figure 17 A Et C). Ceci suggère qu’une limitation de la 

biohydrogénation et un changement dans son orientation sont associés à un régime plus riche 

en amidon (deuxième période hivernale). 

Des interactions du même type sur le profil en AG à 18 carbones non conjugués lors de 

supplémentation en huile de lin de régimes pauvres ou riches en amidon on été mises en 

évidence chez la vache (Loor et al., 2005) et chez la chèvre (Bernard et al., 2009). En outre, 

des réponses équivalentes des ALC cis-9,trans-11, trans-10,cis-12 et trans-11,cis-13 ont été 

observées chez la chèvre (Bernard et al., 2009). Les laits de chèvre présentent toutefois la 

particularité de ne contenir de l’ALC trans-9,cis-11 qu’à l’état de trace et ce quelle que soit la 

teneur du régime en amidon (Bernard et al., 2009, Shingfield et al., 2010). A contrario chez la 

vache, l’ALC trans-9,cis-11 semble être un bon indicateur des changements d’orientation de 

la biohydrogénation ruminale liés notamment au niveau d’amidon des régimes (présente 

étude, Shingfield et al., 2010). Cet ALC pourrait avoir des effets antilipogéniques au niveau 

mammaire chez la vache, comparables à ceux de l’ALC trans-10,cis-12 (Harvatine et al., 

2009, Shingfield et al., 2010). Ainsi, dans la présente étude, l’ALC trans-9,cis-11 a été 

négativement corrélé au TB du lait. Cette corrélation était par ailleurs plus forte qu’avec le 

18:1 trans-10 ou l’ALC trans-10,cis-12, contrairement à de précédentes études (Roy et al., 

2006, Shingfield et al., 2006). Cela pourrait constituer une particularité de régimes plus riches 

en 18:3n-3 (à base d’herbe et supplémentés en lin ou en colza, présente étude) qu’en 18:2n-6 

(à base d’ensilage de maïs et supplémentés en tournesol, Roy et al., 2006, Shingfield et al., 

2006) puisque l’ALC trans-9,cis-11 provient de la biohydrogénation du 18:3n-3 (Lee et 

Jenkins, 2011), mais probablement pas de celle du 18:2n-6 (Honkanen et al., 2012). 

 



 

 

Figure 17: Chromatogrammes des esters méthyliques d’acides gras issus de 3 laits de vaches recevant entre 2,5 et 3,5% d’huile dans la matière sèche ingéré 
dans le cadre de différents régimes à base d’herbe1 et obtenus par, A) et B), CPG-DIF ou C) Ag+-CLHP. A) détail de la région 18:1 et 18:2, B) détail de la zone 
de coélution 18:1 cis-16, 18:2 trans-11,cis-15, 18:2n-6 et d’un composé non identifié et C) détail de la région Acides Linoléiques Conjugués (ALC) cis/trans 

1Régime à base d’ensilage d’herbe et de foin 
supplémenté de 3,2% d’huile dans la matière sèche 
ingéré (MSI) apportée par des graines de lin 
extrudées (EL) lors de la première période 
hivernale (fourrage:concentré (F:C) = 70:30 – 5,4 
% d’amidon dans la MSI). 
 
Régime à base d’herbe pâturée et de 4,5 kg/jour de 
concentré supplémenté d’environ 2,5% d’huile 
dans la MSI apportée par EL lors de la première 
période estivale. 
 
Régime à base d’ensilage d’herbe et de foin 
supplémenté de 3,5% d’huile dans la MSI apportée 
par EL lors de la deuxième période hivernale (F:C 
= 60:40 – 20,3% d’amidon dans la MSI. 

        35                        36                         37                        38                         39                        40                         41             min 

52                   54                  56                   58                   60                  62                   64            min 

189,0                    189,2 min 

18:0 

t-4 t-5 

t-6,7,8 
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t-11 

t-12 

c-11 

c-12 

c-13 

t-16 + c-14 

c-15 
+19:0 

t-11,t-15 

t-9,t-12 

c-9,t-13 + c-10,t-14 

11-cyclohexyl 
11:0 

c-9,t-14 

18:1 c-16 

c-9,c-12 

t-11,c-15 
+ NI* 

NI*

c-9,c-12  
+ t-11,c-15 

18:1 c-16 

t-12,c-14 

c-12,t-14 

t-11,c-13 

c-11,t-13 t-10,c-12 

c-9,t-11 

t-9,c-11 

NI 
t-8,c-10 

t-7,c-9 

A) 18:1 et 18:2 

c-9 + t-13,14 + t-15

B) 

C) ALC cis/trans 
A), B) CPG-DIF à l’aide d’une colonne capillaire en silice fondue de 100 m de long 
et d’un diamètre intérieur de 0,25 mm imprégnée d’un film de cyanopropyl 
polysiloxane (CP Sil 88, ChrompackTM, Middelburg, Pays Bas). 
Programme de température: 
A) 70°C (1 min), ↗5°C/min 100°C (2 min), ↗10°C/min 175°C (42 min), 
↗5°C/min 225°C (22 min); H² 159 kPA. 
B) 120°C (180 min), ↗10°C/min 220°C (20 min), H² 220 kPA à 220°C (Plourde et 
al., 2007a). 
 

C) CLHP équipée de 4 colonnes en silice de 250 mm de long et d’un 
diamètre intérieur de 4,6 mm, imprégnées aux ions Ag+ (ChromSpher 5 
LipidsTM, Varian-Chrompack International, Middelburg, Pays Bas) 
utilisées en série et d’un détecteur à barrette de diode enregistrant à 233 
nm. La séparation se fait en mode isocratique à 22°C à un débit constant 
de 1 mL/min en utilisant une solution de 0,1% d’acétonitrile dans 
l’heptane (v/v). 
 
*NI: Non identifié 
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Comme pour l’ALC trans-11,cis-13, la concentration d’ALnC cis-9,trans-11,cis-15 a 

été largement plus augmentée par EL lors de la première que lors de la deuxième période 

hivernale. Ainsi, une interaction entre l’apport de lin et le niveau d’amidon de la ration semble 

exister également pour la teneur du lait en ALnC cis-9,trans-11,cis-15. Peu de données sont 

disponibles dans la littérature pour confirmer cette hypothèse. Ce résultat est toutefois 

corroboré par les observations récentes de Zened et al. (2011). Ces auteurs ont montré que la 

réduction de l’ALnC cis-9,trans-11,cis-15 et l’accumulation du 18:2 trans-11,cis-15 sont plus 

intenses lors de l’incubation de 18:3n-3 dans le jus de rumen de vaches recevant un régime 

riche en amidon, comparativement au jus de rumen de vaches recevant un régime contrôle 

(avec respectivement, 34,8 et 21,5% d’amidon dans la MSI). 

5.3 Effets des suppléments oléagineux en période estivale 

Lors de la première année d’expérimentation, les traitements oléagineux n’ont modifié 

que marginalement les performances zootechniques, puisque seul FRM a diminué le TP du 

lait d’une manière moins marquée que lors de la première période hivernale (tableau 2). Le 

fait que l’ensemble des traitements oléagineux n’ait pas diminué le TP en période estivale, 

contrairement à la période hivernale, peut s’expliquer par les niveaux d’apport d’huile plus 

faibles en période estivale. La diminution du TP avec FRM peut également s’expliquer par le 

niveau d’apport d’huile plus élevé avec ce traitement qu’avec les autres. Ainsi, une 

diminution du TP associée à une supplémentation en graines de colza moulues ou granulées a 

été observée pour un niveau d’apport d’huile égal à 600 g/jour mais non pour 400 g/jour 

(Lawless et al., 1998, Fearon et al., 2004) (tableau 2). L’apport de WR a permis d’augmenter 

le TB en période estivale, alors que les autres suppléments oléagineux n’ont pas modifié ce 

paramètre. En comparaison du traitement CTL, la diminution conjointe des teneurs du lait en 

18:1 trans-10 et en ALC trans-9,cis-11 pourrait expliquer le TB plus élevé de WR en période 

estivale. Le traitement WR a également eu la particularité de diminuer la teneur en AG trans 

du lait lors des 2 périodes estivales par rapport à CTL. 

Les effets des traitements oléagineux sur la composition en AG du lait lors des périodes 

estivales sont comparables à ceux observés lors de la première période hivernale. Ainsi, les 

différences en termes de distribution des isomères d’AG à 18 carbones, associées à EL ou ER, 

tout comme la hiérarchie au sein des traitements colza en ce qui concerne l’amplitude des 

effets ont été respectées d’une période à l’autre. Cependant, les effets ont été de plus faible 

amplitude en période estivale qu’hivernale. Cette différence s’explique en partie par les 
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niveaux d’apport d’huile plus faibles en période estivale. Mais, il semble également qu’en 

comparaison à un régime à base d’herbe conservée non supplémenté, les diminutions de la 

teneur du lait en AG synthétisés de novo et les augmentations en AG à 18 carbones induites 

par le pâturage et les suppléments lipidiques ne soient que partiellement additives. Une telle 

limitation pourrait être reliée à l’étape d’estérification des AG en position sn-3 sur les 

triglycérides, qui nécessite une forte proportion d’AG à chaîne courte (Glasser et al., 2008b). 

De manière surprenante, les traitements oléagineux n’ont pas permis d’augmenter la 

teneur du lait en 18:1 trans-11 et ont souvent diminué celle en ALC cis-9,trans-11 au cours 

des 2 périodes estivales. A notre connaissance, cette étude est la première à mettre en 

évidence une telle diminution de la teneur du lait en ALC cis-9,trans-11 associée à l’apport 

d’oléagineux au pâturage. La figure 18 résume les résultats des études qui ont testé les effets 

de différentes supplémentations en graines oléagineuses (colza, soja, tournesol et lin) au 

pâturage. Pour des niveaux d’apports supérieurs à 300 g d’huile par jour, seuls Khanal et al. 

(2005, 2007) lors de supplémentations en graines de soja extrudées et Rego et al. (2009) lors 

d’une supplémentation en huile de colza ont rapporté des diminutions non significatives de la 

teneur du lait en ALC cis-9,trans-11 (figure 18). Dans la présente étude, parallèlement à la 

diminution en ALC cis-9,trans-11, EL et ER ont diminué les teneurs du lait en ALC trans-

10,cis-12 et en trans-9,cis-11 et EL a diminué celle en 18:1 trans-10 lors de la deuxième 

période estivale. Au pâturage, la teneur du régime CTL en AGPI précurseurs du 18:1 trans-11 

n’a sans doute pas été limitante. La teneur plus élevée en amidon du régime CTL en 

comparaison des régimes EL et ER en période estivale, a alors pu entraîner de plus fortes 

accumulations ruminales d’ALC trans-9,cis-11 et trans-10,cis-12, mais aussi de 18:1 trans-11 

et éventuellement d’ALC cis-9,trans-11. Pour ces 2 derniers AG, cet effet peut paraître 

surprenant, puisque l’augmentation de la teneur du régime en amidon est généralement 

accompagnée d’une diminution de la production ruminale de 18:1 trans-11 au profit de celle 

du 18:1 trans-101. Cependant, si les différences de teneurs en amidon entre les régimes CTL 

et EL ou ER ont été importantes, les teneurs estimées des régimes CTL en amidon au cours 

des périodes estivales sont restées inférieures à 12% de la MSI. Ainsi, plus qu’une 

modification de l’orientation de la biohydrogénation ruminale, ce serait une limitation de 

l’étape finale de réduction du 18:1 trans-11, qui pourrait avoir eu lieu avec le régime CTL. 

Dans les essais publiés antérieurement (figure 18), soit les régimes témoins ne contenaient pas 

de concentrés (Kay et al., 2003, Khanal et al., 2005, Khanal et al., 2007), soit les concentrés 

                                                            
1Cf. Partie 1.3.1 
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Figure 18: Effets de différentes supplémentations en graines oléagineuses de vaches 

au pâturage sur la teneur du lait en Acide Linoléique Conjugué (ALC) cis-9,trans-11 

Mesuré par chromatographie en phase gazeuse, sauf pour 4Rego et al., 2009, mesuré par 

chromatographie liquide haute performance en mode ion argent. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1Lerch et al., 2012b; 2Khanal et al., 2005; 3Khanal et al., 2007; 4Rego et al., 2009; 
5Lawless et al., 1998; 6Murphy et al., 1995, Stanton et al., 1997; 7Fearon et al., 2004; 
8Rego et al., 2005; 9Agenas et al., 2002; 10Kay et al., 2003; 11Murphy et al., 2008; 
12Flowers et al., 2008. 
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expérimentaux ne contenaient pas (Murphy et al., 1995, Stanton et al., 1997, Lawless et al., 

1998) ou peu ( < 20% de la MS du concentré) (Fearon et al., 2004, Murphy et al., 2008) 

d’amidon, soit les substitutions d’amidon entre les régimes témoins et supplémentés étaient 

faibles (Agenas et al., 2002, Rego et al., 2005, Flowers et al., 2008, Rego et al., 2009). Ceci 

pourrait expliquer les différences de réponse de l’ALC cis-9,trans-11 aux suppléments en 

oléagineux entre notre étude et les précédentes. Enfin, il n’est pas exclu que d’autres 

composés présents dans l’herbe fraîche (sucres rapidement fermentescibles, fibres solubles…) 

aient interagi avec l’amidon du blé granulé afin de fournir des conditions plus propices à 

l’accumulation ruminale de 18:1 trans-11, d’ALC cis-9,trans-11, trans-9,cis-11 et trans-

10,cis-12 dans le cas du régime CTL. L’herbe conservée contient des teneurs plus faibles en 

de tels composés, ce qui pourrait expliquer que des substitutions équivalentes amidon/AGPI 

lors de la première période hivernale entre les régimes CTL et EL ou ER, aient entrainé des 

effets opposés sur les teneurs du lait en 18:1 trans-11 et ALC cis-9,trans-11. 

5.4 Répétabilité des effets des oléagineux au cours des 2 années d’expérimentation 

Pendant la première année d’expérimentation, après des périodes de transition 

alimentaire de 4 semaines lors de l’introduction des suppléments oléagineux dans les rations 

pendant la période hivernale ou de 2 semaines au moment de la mise à l’herbe, les effets des 

suppléments sur les performances zootechniques et le profil détaillé en AG du lait ont été 

stables au sein de chaque période (respectivement, 10 et 15 semaines en périodes hivernale et 

estivale). Ces réponses ont été comparables à celles observées lors de plus courtes périodes de 

supplémentations (2 à 6 semaines, tableaux 1 et 2). La stabilité sur du long terme des effets 

des suppléments oléagineux sur les performances zootechniques avait déjà été mise en 

évidence lors d’une supplémentation en graines de lin moulues d’une ration à base d’ensilage 

de maïs (Petit et Côrtes, 2010) pendant 28 semaines. Une supplémentation en graines de colza 

moulues d’une ration à base d’un mélange d’ensilages d’herbe et de maïs a également eu des 

effets stables tant sur les performances zootechniques que sur la composition en AG du lait 

pendant 21 semaines (Moss, 2002). En outre, une supplémentation en graines de colza 

granulées de vaches au pâturage a eu un effet stable sur l’indice d’iode du lait pendant 18 

semaines (Fearon et al., 2004). 
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D’une année à l’autre, les modifications des performances zootechniques et de la 

composition fine en AG du lait induites par les traitements ont été répétables au cours des 

périodes estivales. Cela peut s’expliquer par le fait que les conditions de pâturage ainsi que la 

quantité et la composition des concentrés étaient similaires entre les 2 périodes estivales. 

Précédemment, seul Emanuelson et al. (1993) avait démontré que les effets sur les 

performances zootechniques d’une supplémentation en graines de colza traitées 

thermiquement et moulues d’un régime à base d’ensilage d’herbe et de foin étaient répétables 

au cours de 3 lactations consécutives. L’effet de cette stratégie alimentaire sur la composition 

en AG du lait n’avait cependant pas été étudié. Dans le cas de la présente étude, les effets des 

traitements sur les performances zootechniques et la composition en AG du lait n’ont pas été 

répétables d’une année à l’autre au cours des périodes hivernales. Les fortes interactions entre 

les traitements et l’année sont vraisemblablement reliées aux variations d’une période 

hivernale à l’autre, de la qualité des fourrages et des modifications consécutives de la teneur 

des régimes en concentré et de leur composition1. Il n’a par conséquent pas été possible 

d’établir avec précision la répétabilité des effets des supplémentations oléagineuses en période 

hivernale. 

5.5 Métabolisme des acides linoléniques conjugués chez la vache laitière 

5.5.1 Origine ruminale ou mammaire des acides linoléniques conjugués 

De précédentes études ont mentionné la présence des ALnC cis-9,trans-11,cis-15 et cis-

9,trans-11,trans-15 dans la matière grasse laitière (Plourde et al., 2007a, Gómez-Cortés et al., 

2009b, Halmemies-Beauchet-Filleau et al., 2011). Cependant, à notre connaissance, la 

présente étude est la première à montrer la présence d’un ALnC triène conjugué, l’acide α-

éléostéarique (ALnC cis-9,trans-11,trans-13 CLnA), dans la matière grasse du lait de vache. 

Dans le lait, l’origine principale des ALC cis-9,trans-11 et trans-7,cis-9 est 

respectivement la delta-9 désaturation mammaire des 18:1 trans-11 et trans-7 (Corl et al., 

2002, Palmquist et al., 2005). De la même manière, on pouvait supposer que les ALnC cis-

9,trans-11,cis-15, cis-9,trans-11,trans-13 et cis-9,trans-11,trans-15 identifiés dans le lait, 

dérivent, principalement de la delta-9 désaturation des 18:2 trans-11,cis-15, ALC trans-

11,trans-13 et 18:2 trans-11,trans-15, respectivement. A l’échelle de l’essai global, qui 

combine de nombreuses situations alimentaires, de bonnes relations linéaires ont en effet été 

observées entre les teneurs du lait en ALnC cis-9,trans-11,trans-13 et en ALC trans-11,trans-

                                                            
1Cf. Partie 5.1.2 
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13 d’une part et, en ALnC cis-9,trans-11,trans-15 et en 18:2 trans-11,trans-15 d’autre part. 

En revanche, les teneurs du lait en ALnC cis-9,trans-11,cis-15 et en 18:2 trans-11,cis-15 

étaient moins bien corrélées. Cela nous permet de supposer que l’origine de l’ALnC cis-

9,trans-11,cis-15 est principalement ruminale, comme le suggère l’interaction entre l’apport 

de 18:3n-3 et la teneur en amidon du régime sur l’ALnC cis-9,trans-11,cis-15 mesuré au 

niveau du rumen (Zened et al., 2011) ou du lait (présente étude)1. 

5.5.2 Voies alternatives de la biohydrogénation du 18:3n-3 

Les effets du niveau d’amidon de la ration sur l’orientation de la biohydrogénation 

ruminale sont bien documentés dans le cas de régimes riches en 18:2n-6 (Griinari et Bauman, 

1999, Piperova et al., 2000, Palmquist et al., 2005, Roy et al., 2006). Ainsi, une déviation de 

la voie classique d’hydrogénation du 18:2n-6, produisant de l’ALC cis-9,trans-11 puis du 

18:1 trans-11, vers une autre voie produisant de l’ALC trans-10,cis-12 et du 18:1 trans-10 est 

observée dans le cas d’un régime riche en amidon (figure 5)2. Par analogie à ce concept bien 

établi pour le 18:2n-6, Griinari et Bauman (1999) ont proposé une déviation de la voie de 

biohydrogénation classique du 18:3n-3 vers une voie alternative dans le cas d’un régime riche 

en amidon. La voie classique de biohydrogénation du 18:3n-3 implique l’ALnC cis-9,trans-

11,cis-15, le 18:2 trans-11,cis-15 et le 18:1 trans-11 (figure 5) (Harfoot et Hazlewood, 1997), 

tandis que la voie alternative impliquerait l’ALnC trans-10,cis-12,cis-15, le 18:2 trans-10,cis-

15 et le 18:1 trans-10. Cependant, les arguments en faveur de l’existence d’une telle déviation 

sont très limités. Ainsi, seuls Winkler et Steinhart (2001) ont rapporté la présence d’ALnC 

∆10,12,15 dans du fromage Edam et seuls Kemp et al. (1975) et Shingfield et al. (2010 et non 

publié) ont rapporté la présence de 18:2 trans-10,cis-15 dans des contenus digestifs de brebis 

ou de vache. En outre, l’accumulation plus forte de 18:2 trans-11,cis-15 tant au niveau du 

rumen (Zened et al., 2011) que du lait (présente étude, Loor et al., 2005) associée à l’apport 

de 18:3n-3, dans le cas d’un régime plus riche en amidon ne confirme pas l’hypothèse d’une 

déviation telle que celle proposée par Griinari et Bauman (1999). 

 

 

 

                                                            
1Cf. Partie 5.2.2 
2Cf. Partie 1.3.1 
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L’existence d’autres voies de biohydrogénation du 18:3n-3 n’est cependant pas à 

exclure. En effet, dans le cadre de la présente étude, l’analyse détaillée de la région 18:2 des 

chromatogrammes des laits par CPG-SM à partir de dérivés DMOX, a permis de révéler une 

coélution entre 18:2 trans-11,cis-15 et un autre composé 18:2 dans le cas d’un lait issu d’une 

vache recevant le régime EL lors de la première période hivernale (Lerch et al., non publié). 

La présence de cet autre composé a pu être confirmée en CPG-DIF en utilisant un programme 

de température spécifique (Plourde et al., 2007a), comme en atteste la figure 17B. 

Malheureusement, en utilisant ce programme de température en CPG-SM pour les dérivés 

DMOX, aucune séparation entre le 18:2 trans-11,cis-15 et ce composé non identifié, n’a pu 

être obtenue. Or, lorsque ces 2 composés étaient coélués, l’abondance relativement faible de 

l’isomère non identifié en comparaison du 18:2 trans-11,cis-15 n’a pas permis d’obtenir 

d’information sur la position des doubles liaisons de ce 18:2 non conjugué. 

En outre, en utilisant l’Ag+-CLHP, de nombreux pics (plus de 10) peuvent être 

enregistrés à une longueur d’onde de 233 nm et ce bien après la zone d’élution des ALC. Ces 

composés ont des spectres d’absorbance dans l’UV similaires à ceux des ALC, ce qui porte à 

croire qu’il s’agit d’EMAG diènes conjugués (Melis et al., 2001). Il n’est toutefois pas 

possible d’affirmer que ces composés sont des ALnC. La présence dans le lait d’AG 

conjugués ayant plus ou moins de 18 carbones ne peut pas être exclue. En effet, le 

métabolisme au niveau du foie et du tissu adipeux de l’ALnC cis-9,trans-11,cis-15 chez le rat 

peut induire la production de nombreux AG diènes conjugués ayant 16, 20 ou 22 carbones 

(Destaillats et al., 2005a, Plourde et al., 2006). Il n’est donc pas à exclure qu’il en soit de 

même chez la vache et que ce type d’AG puisse être mobilisé puis sécrété dans le lait. Ainsi, 

des isomères de l’acide arachidonique (20:4n-6) diènes conjugués ont d’ores et déjà été 

identifiés dans le fromage (Winkler et Steinhart, 2001). 
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6 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 

Les suppléments oléagineux étudiés ont eu des effets sur les performances 

zootechniques et la composition fine en AG du lait qui ont persisté au sein de la première 

période hivernale et estivale et, qui ont été répétables d’une année à l’autre lors des périodes 

estivales. Ces effets à long terme, observés au cours de 2 lactations consécutives, sont 

similaires à ceux observés lors d’études antérieures de plus courtes durées (1 à 3 mois). La 

substitution de glucides fermentescibles au profit de lipides provenant de graines de lin ou du 

colza ne permet pas d’améliorer les performances productives des vaches laitières. En outre, 

les diminutions de TP observées, notamment lors de l’apport de FRM, pourraient avoir des 

répercussions négatives sur le prix de vente du lait. Cependant, les suppléments oléagineux 

améliorent la qualité nutritionnelle du lait, puisqu’ils ont diminué les teneurs du lait en 12:0, 

14:0 et 16:0, au profit du 18:1 cis-9, le traitement EL ayant également augmenté le 18:3n-3. 

Toutefois, les traitements EL et FRM ont augmenté les teneurs du lait en AG trans. 

Dans le cas d’un scénario futur où le système de paiement du lait inclurait la 

composition en AG, ces stratégies pourraient donc permettre d’augmenter la valeur 

marchande du lait, puisqu’elles ont modifié de manière persistante dans le temps son profil en 

AG. L’intérêt semble plus marqué pour un régime à base d’herbe conservée à teneur modérée 

en amidon. Toutefois, l’augmentation des teneurs en AG trans associée à l’apport d’EL ou de 

FRM notamment, pose la question du réel bénéfice en termes de santé humaine associé à la 

consommation de ces laits. Ce gain potentiel devra toutefois compenser le manque à gagner 

lié à une diminution potentielle du TP. Par ailleurs, bien que la disponibilité pour la vache de 

l’énergie contenue dans le régime WR ne semble avoir été que partielle et malgré le fait que 

ce supplément a moins diminué les teneurs du lait en AG synthétisés de novo en comparaison 

des suppléments de colza transformé, cette supplémentation présente l’avantage de ne pas 

augmenter, voire de diminuer les teneurs du lait en AG trans et d’augmenter le TB en période 

estivale. Le gain potentiellement associé à ces stratégies alimentaires dépendrait également de 

la disponibilité et du coût des suppléments oléagineux. 
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Il convient désormais de déterminer avec précision quelles sont les répercussions 

potentielles de ces pratiques sur les performances reproductives et la santé animale, dans le 

cadre d’études à long terme (1 lactation et plus) avec plus de 30 vaches par lot. L’ensemble de 

ces données devront ensuite être mobilisées afin de quantifier l’effet de ces stratégies sur les 

performances économiques des élevages, dans le cas de plusieurs scénarii. Ces scénarii 

devront tenir compte des évolutions probables du marché des oléagineux et de l’éventuelle 

mise en place, à l’échelle locale ou globale, de systèmes de paiement du lait incluant 

différents critères relatifs à sa composition en AG (teneurs en AGS, AGI, 18:3n-3, ALC cis-

9,trans-11, AG trans…). 

 

Grâce à l’étude approfondie de la composition en AG des laits, ce travail de thèse a 

également été l’occasion d’explorer le métabolisme des AGI chez la vache laitière, dans le cas 

de diverses situations alimentaires. 

D’une part, les teneurs du lait en AGI cis et trans à 18 carbones intermédiaires de la 

biohydrogénation ruminale ont été dépendantes de la nature de la graine (colza riche en 18:1 

cis-9 ou lin riche en 18:3n-3), mais non de la forme des graines de colza. L’apport d’EL a 

ainsi augmenté plus fortement les teneurs du lait en 18:1 ∆12 à ∆16, 18:2 trans non 

conjugués, ALC ∆11,13, ∆12,14 et ∆13,15, ALnC ∆9,11,15 et ALnC cis-9,trans-11,trans-13 

(identifié pour la première fois dans le lait), comparativement à l’apport ER. L’inverse a été 

observé pour les 18:1 cis-11, trans-4 à trans-9 et l’ALC trans-7,cis-9. Ceci confirme que les 

intermédiaires de la biohydrogéation ruminale des 18:1 cis-9 et 18:3n-3 sont bien distincts. 

D’autre part, d’importantes interactions entre les suppléments oléagineux et la nature du 

régime de base (herbe conservée ou pâturée, teneur en amidon) ont été observées. Ainsi, de 

manière inattendue, les traitements EL, ER et WR ont diminué les teneurs du lait en ALC cis-

9,trans-11, trans-9,cis-11 et trans-10,cis-12 au cours des périodes estivales. Cet effet pourrait 

être lié à la teneur en amidon du régime témoin supérieure à celles des traitements oléagineux. 

En outre, en comparaison de la première période hivernale, lors de la deuxième période 

hivernale, EL et ER ont augmenté les teneurs du lait en AG trans-10 et en ALC trans-9,cis-11 

(seulement EL), mais ont moins augmenté celles en ALC cis-9,trans-11 et plus 

spécifiquement en ALC trans-11,cis-13 et en ALnC cis-9,trans-11,cis-15. Les teneurs en 

amidon plus élevées des régimes EL et ER au cours de la deuxième période hivernale en 

comparaison de la première sont probablement responsables de ces effets, en modifiant les 

orientations et/ou l’étendue des biohydrogénations ruminales. 
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Afin d’élucider les mécanismes responsables de la diminution de la teneur du lait en 

ALC cis-9,trans-11 induite par les suppléments oléagineux au pâturage, la mise en place de 

nouvelles expérimentations explorant les interactions supposées entre l’apport de lipides et la 

teneur en amidon de régimes à base d’herbe fraîche serait nécessaire. En outre, un 

développement analytique plus poussé serait souhaitable afin d’explorer en détail les ALnC 

du lait, dans des conditions de régimes variables (différents fourrages de base, teneurs 

variables en lipides et en amidon…). En effet, des observations préliminaires sur nos 

échantillons obtenues en utilisant une combinaison de méthodes analytiques (CPG-SM, Ag+-

CLHP et synthèse d’ALnC par isomérisation alcaline de 18:3n-3), suggèrent que la diversité 

des ALnC du lait est très importante et probablement variable selon le régime alimentaire. Ces 

travaux pourraient permettre d’identifier de nouveaux intermédiaires de la biohydrogénation, 

dont certains pourraient jouer des rôles clef dans les mécanismes de régulation de la sécrétion 

lipidique mammaire. Enfin, il serait nécessaire de confirmer le rôle de l’ALC trans-9,cis-11 

dans la régulation du TB, plus spécifiquement dans le cadre de régimes riches en 18:3n-3. 
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