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CONTRIBUTION COURTE

Les légumineuses fourrageres,
un allié de choix pour enrichir le lait en équol
et améliorer son profil en acides gras

E. Froidmont', F. Daems?, V. Decruyenaere’, F. Dehareng?,
D. Franckson', A. Lefevre', V. Ninane?, J.-M. Romnee?

Produire du lait a partir d’herbe ou de fourrages herbagers est intéressant pour I’éleveur, sur le plan économique, et pour
le consommateur, d’un point de vue nutritionnel. La nature de ’herbe distribuée aux vaches, et en particulier la part de
légumineuses qu’elle contient, influence grandement la qualité fine du lait et des produits laitiers.

RESUME

Les 6 essais ici présentés ont été conduits pour illustrer I'incidence d’un apport de légumineuses fourrageres sur la qualité du lait, en
particulier son profil en acides gras et sa teneur en équol. Certains essais ont été menés au paturage ou en stabulation avec des ensilages
de composition variable. Sous la forme d’ensilage, les Iégumineuses améliorent le profil en acides gras du lait par rapport aux graminées.
De méme, I'apport de légumineuses fourrageres, et en particulier de trefle violet, améliore la teneur en équol du lait au paturage et en
stabulation. L’équol du lait n’est pas détruit par la transformation en produits laitiers. A I'exception du lait produit en agriculture biologique,
les laits du commerce sont peu pourvus en équol par rapport aux teneurs obtenues avec des légumineuses dans les essais.

SUMMARY
Forage legumes: the preferred choice for increasing equol levels and improving fatty acid composition in milk

The type of grass made available to cows and, more specifically, the proportion of lequmes influences the quality of dairy products, including milk.
Here, we carried out 6 experiments whose results underscore how forage legumes affect milk quality, namely fatty acid composition and equol
levels. When animals are given silage, legumes are better than grasses for improving milk fatty acid composition. Similarly, whether animals are
grazing or green fed, forage legumes, and especially red clover, increase milk equol levels. When milk is processed to create dairy products, equol
levels remain consistent. With the exception of organically produced milk, commercially available milk has much lower levels of equol than did the
milk produced by our experimental animals given access to legumes.

famille de composés présents dans les végétaux pouvant
influencer la qualit¢é des productions animales. Parmi

1 est bien connu que I'herbe permet de produire un lait
ou une viande de haute qualité nutritionnelle grace a sa

richesse en certains acides gras (AG) polyinsaturés, en
caroténoides ou encore en vitamines. Selon ArRrIGO (2010),
I'herbe fraiche peut contenir jusqua 3% de matieres
grasses sur la base de sa matiere seche (MS), dont pres de
70% peuvent étre constitués d’acides gras polyinsaturés de
type oméga-3 (w3) susceptibles de prévenir les maladies
cardio-vasculaires. Les polyphénols constituent une autre

AUTEURS

ceux-ci, les isoflavones sont spécifiques aux légumineuses.
Deux d’entre elles, la daidzéine et la formononétine, sont
particulierement intéressantes car elles peuvent étre méta-
bolisées en équol, sous l'action de certaines bactéries du
tube digestif de I'animal, dont une partie est sécrétée dans
le lait. Plusieurs études suggerent que ce métabolite micro-
bien, absent du regne végétal, aurait un réel intérét pour la
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santé humaine, de par son haut pouvoir antioxydant et sa
capacité a interagir avec les récepteurs oestrogéniques. Il
préviendrait de cette maniere le développement de certains
types de cancers hormono-dépendants, des maladies car-
dio-vasculaires et réduirait les troubles liés a la méno-
pause (SETCHELL et al., 2002). Développer des modes de
production permettant d’enrichir les produits animaux en
équol est d’autant plus intéressant que seulement 25 % de
la population occidentale dispose de la microflore capable
de le synthétiser, contre 80% dans les pays asiatiques
(JACKSON et al., 2011). Le lait constituerait ainsi un bon
pourvoyeur de cet élément pour les individus déficients.

Lobjectif de cette synthese est de mesurer l'intéret
d’alimenter des vaches laitieres avec des légumineuses four-
rageres, comparativement aux graminées ou au tourteau de
soja, pour la production laitiere ainsi que pour la qualité du
lait et des produits laitiers, en particulier leurs teneurs en
équol et leurs profils en AG. Lincidence du mode de distri-
bution des légumineuses fourrageres (paturage ou ensilage)
sur leur capacité a influencer la qualité du lait fait égale-
ment l'objet d'une réflexion. Un état des lieux sur la
variabilité de la teneur en équol dans les laits de commerce,
selon leur origine, a également été réalisé et offre une base
de comparaison par rapport aux teneurs observées dans les
essais, avec des rations spécifiques a base de légumineuses
fourrageres.

1. Démarche expérimentale

Dans un premier temps, nous nous sommes assurés
que le paturage de parcelles riches en légumineuses permet
de produire un lait de qualité distincte a celui obtenu a par-
tir de parcelles de graminées (essail). Le choix de
I'implantation du trefle violet (TV) dans des parcelles d’es-
sai a €té motivé par sa grande richesse en isoflavones
comparativement aux autres légumineuses (KaLa¢, 2013).

En Europe du Nord, les vaches sont nourries une
bonne partie de I'année avec des fourrages conservés. Nous
avons des lors vérifié que les légumineuses, une fois ensi-
lées, contiennent toujours des précurseurs d'équol
(formononétine + daidzéine). Cet aspect est de premiere
importance pour l'établissement de filieres de qualité
basées sur une alimentation spécifique, qui se doivent de
proposer des produits différenciés tout au long de I'année.
Dans ce cadre, I'évolution des teneurs en isoflavones d’'un
ensilage de TV a été mesurée au cours du temps (essai 2)
avant d’effectuer un essai zootechnique visant a comparer
leffet, sur la qualité du lait, de deux ensilages qui different
quant a leur composition botanique (essai 3).

Outre les 1égumineuses fourrageres, la ration d'une
vache laitiere peut contenir des aliments issus de 1égumi-
neuses a graines, tels que le tourteau de soja. La question
est de savoir si une telle matiere premiere est aussi efficace
que le TV pour enrichir le lait en équol et améliorer son
profil en AG. Une étude a donc été menée pour comparer
l'incidence du TV et celle du soja sur la qualité nutrition-
nelle du lait en maximisant leur niveau d’incorporation
dans la ration des vaches (essai 4).

En Europe, une grande proportion de lait est consom-
mée sous forme de produits transformés. Par ailleurs, le lait
subit généralement un traitement thermique pour assurer sa
conservation. Nous avons profité de 'essai 4 pour récolter le
lait, le traiter thermiquement et confectionner différents pro-
duits en vue de tester la résistance de I'équol aux procédés
technologiques couramment appliqués (essai 5).

Enfin, la dernicre étape de la réflexion a permis de
déterminer la variabilité de la teneur en équol des laits dis-
ponibles pour les consommateurs (essai 6), notamment en
fonction de leur origine, de leur traitement et de leur mode
de production (agriculture conventionnelle ou biologique).

2. Résultats et discussion

M Essai 1 : Incidence du paturage
de tréfle violet sur la composition du lait

Le premier essai est réalisé sur deux lots de 5 vaches
selon un dispositif expérimental en cross-over (FROIDMONT et
al,, 2016). Les animaux ingerent en moyenne 17,7 kg de
matiere seche (MS) par jour, dont 14,4 kg MS d’herbe patu-
rée. Les résultats montrent que le paturage de parcelles
riches en tréfle violet (var. Pastor, paturable) permet d’en-
richir sensiblement le lait en équol comparativement au
paturage de graminées (tableau 1). La teneur en équol du lait
est donc liée a la présence de TV dans les parcelles, celui-ci
contenant en moyenne 947 ug/g MS de précurseurs d’équol.
En revanche, la production laitiere et les constituants
majeurs du lait (taux protéique, taux butyreux) ne sont pas
influencés par la nature de 'herbe ingérée, alors que certaines
différences observées dans le profil en AG du lait, bien qu'at-
teignant le seuil significatif, n'ont pas de réelle implication
pratique. En outre, cet essai met en évidence un «effet ani-

Parcelles paturées Graminées TV
% de trefle dans les parcelles (% MS)* 2,9° 20,3
Production laitiere (kg/vache/j) 27,1 27,3
Taux butyreux (%) 3,7 3,7
Taux protéique (%) 3,3 3,3
Teneur en équol (ug/kg de lait) 32 162°
Production d’équol (ug/vachel/)) 83* 4 620°
Teneur en acides gras (AG) du lait (% AG totaux) :
AG saturés 70,32 71,0°
AG monoinsaturés 25,82 25,2°
AG polyinsaturés 3,9° 3,8°
w3 0,7 0,7
w6 2,7 2,7
w6/w3 42 4,2
C18:2 cis9trans11 0,4° 0,3°

* : les valeurs d’'une méme ligne n’ayant pas une lettre commune différent
significativement (P < 0,01)

TaBLEAU 1 : Incidence de la présence de tréfle violet
dans la prairie paturée sur la production et la compo-
sition du lait (essai 1, FROIDMONT et al., 2016).

TaBLE 1 : Effects of including red clover in grasslands
on milk production and composition (Experiment 1,
FroiDMONT et al., 2016).
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mal» marqué sur la teneur en équol du lait, avec une excré-
tion d'équol moyenne par animal variant de 952 a
5008 ug/vache/j sur I'essai. Ceci peut refléter la spécificité
individuelle des micro-organismes présents dans le rumen.

M Essai 2 : Incidence du processus
d’ensilage sur les précurseurs d’équol
dans le fourrage

Un second essai (DAEMS et al., 2016), mené en micro-
silos, a évalué l'incidence du processus d’ensilage sur
I'évolution de la teneur en isoflavones du fourrage au cours
du temps. Il montre que, malgré des parametres de conser-
vation tout a fait corrects, la teneur en précurseurs
d’équol d'un ensilage de TV pur diminue de 65% dés
les 15 premiers jours de fermentation, comparative-
ment aux teneurs mesurées sur le fourrage frais
(P<0,001), et se stabilise ensuite (figure 1). Toutefois, I'ap-
plication d'un préfanage au TV protege quelque peu les
isoflavones des fermentations. Pour SIVESING et SEGUIN
(2005), la teneur en isoflavones du TV diminue seulement
de 22 % suite a son ensilage. Ces auteurs précisent cepen-
dant que ce processus microbien est dynamique et dépend
de nombreux facteurs (température, pH, micro-orga-
nismes...) susceptibles de générer de larges différences
selon les conditions expérimentales. Le recours a la tech-
nique des micro-silos étant assez spécifique, la question de
savoir si un enrichissement du lait en équol est envisagea-
ble avec des rations hivernales demeure.

M Essai 3 : Améliorer le profil
en acides gras et enrichir le lait en équol
avec un ensilage riche en légumineuses

Lobjet du troisieme essai vise a comparer deux
régimes contenant chacun 80 % d’ensilage d’herbe (14,5 kg
MS/vache/j) ne différant que par leur nature (ensilage de tre-
fle blanc (TB)/TV/dactyle vs ensilage de graminées) et
dosant respectivement 536 et 6 ug/g MS de précurseurs

Concentration (ug/g MS)
2500

[ Daidzéine
E Formononétine

Frais 0,5 1 2 3 4 5 6
Durée de conservation (mois)

FiGuRe 1 : Evolution de la concentration en précur-
seurs d’équol dans le trefle violet selon la durée
d’ensilage (essai 2, DAEmS et al., 2016).

FiGURE 1 : Changes in the concentration of equol pre-
cursors in red clover based on ensiling duration
(Experiment 2, DAEmS et al., 2016).

Type d’ensilage Graminées TB-TV-Dactyle

Production laitiére (kg/vache/j)* 19,3% 18,3°
Taux butyreux du lait (%) 4,2 41
Taux protéique du lait (%) 3,2° 3,0°
Teneur en équol (ug/kg de lait) 112 492°
Production d’équol (ug/vachefj) 273° 11 879°
Teneur en acides gras (AG) du lait (% AG totaux) :
AG saturés 73,5° 74,7°
AG monoinsaturés 23,6° 21,6°
AG polyinsaturés 3,0° 3,8°
w3 0,6° 1,1°
w6 1,8% 2,1°
w6/w3 2,9 1,9
C18:2 cis9trans11 0,5% 0,6°

* i les valeurs d'une méme ligne n’ayant pas une lettre commune différent
significativement (P < 0,01)

TaBLEAU 2 : Incidence de la présence de légumineuse
dans le fourrages ensilé sur la production et la com-
position du lait (essai 3).

TABLE 2 : Effects of including legumes in silage forage
on milk production and composition (Experiment 3).

d’équol. Lessai est mené sur 2 lots de 3 vaches laitieres
selon un dispositif en cross-over (FRANCKSON et al., 2014).
La production laitiére est un peu plus faible avec I'ensilage
de TV, mais la teneur en équol du lait est largement
supérieure a celle observée avec I'ensilage de grami-
nées (tableau 2). Cet enrichissement est plus élevé que
celui observé lors de I'essai 1, réalisé au paturage, malgré
une ingestion moyenne quotidienne de précurseurs d’équol
moindre dans le cas présent (7,76 vs 13,64 g/j/vache). Cette
observation suggere que le rendement de transformation
des isoflavones en équol par la vache ainsi que le transfert
de I'équol dans le lait est conditionné par de multiples fac-
teurs (NJasTaD et al., 2014).

Lessai met également en évidence I'intérét de I’ensi-
lage riche en légumineuses sur la proportion d’AG
polyinsaturés du lait (tableau 2). La présence de polyphé-
nol-oxydases dans le TV permet de limiter la lipolyse des
AG de T'herbe lors de I'ensilage alors que, pour le TB, ce
sont les saponines qui jouent ce role (VAN RansT et al.,
2009, 2011). De plus, les légumineuses étant plus digesti-
bles que les graminées, elles occasionnent une vidange plus
rapide du rumen (DEwURST et al., 2003) et limitent par
conséquent la biohydrogénation des AG.

M Essai 4 : Potentiel du tréfle violet
pour pourvoir la vache laitiéere
en précurseurs d’équol

Un quatrieme essai a été mis en place sur 4 vaches,
selon un dispositif en cross-over, pour comparer l'intérét
d'un ensilage de TV a celui du tourteau de soja (riche en
daidzéine) pour enrichir le lait en équol. Les rations, for-
mulées pour un niveau de production de lait de 27 l/vache/j
sont équilibrées et contiennent 9,0 kg MS d’ensilage de
mais, 7,0 kg MS d’ensilage d’herbe et 4,0 kg M'S de concen-
trés. La ration Soja ne contient que le tourteau de soja
comme source d’isoflavones, soit 2,7 kg MS ; elle comporte

Fourrages (2017) 230, 141-146
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Ration Soja Trefle Violet
Production laitiere (kg/vache/)) 27,0 26,9
Taux butyreux du lait (%) 3,9 4,0
Taux protéique du lait (%) 3,1 3,1
Teneur en équol (yg/kg de lait)* 47° 282°
Production d’équol (ug/vache/j) 1.330% 7673°
Teneur en acides gras (AG) du lait (% AG totaux) :
AG saturés 77,9° 75,0°
AG monoinsaturés 19,87 22.4°
AG polyinsaturés 2,3° 2,6°
w3 0,3 0,4°
w6 1,5 1,5
w6/w3 50° 4,4°
C18:2 cis9trans11 0 0,1

* : les valeurs d'une méme ligne n’ayant pas une lettre commune différent
significativement (P < 0,05)

TaBLEAU 3 : Incidence du type de ration sur la produc-
tion et la composition du lait (essai 4).

TABLE 3 : Effects of basic diet type on milk production
and composition (Experiment 4).

également de l'ensilage de graminées et 1,3 kg MS de pulpes
de betteraves. La ration Trefle Violet contient quant a elle
7,0 kg MS d’ensilage de TV comme seule source d’isofla-
vones ; le concentré de cette ration est composé de 2,05 kg
MS de pulpes de betteraves, 0,95 kg MS de farine de gluten
et 1,0 kg de tourteau de colza, exempts d’isoflavones.

Les résultats montrent que, pour des performances
zootechniques comparables (tableau 3), I’enrichissement
en équol du lait est supérieur avec la ration Treéfle
Violet comparativement a la ration Soja, en lien avec
une ingestion de précurseurs d’équol largement supérieure
avec la ration Trefle Violet (6,55 vs 1,88 g/vache/j). Cette
observation résulte non seulement d'une richesse accrue du
TV en précurseurs d’équol par rapport au soja (1227 vs
591 ug/g MS), et particulierement en formononétine (absent
dans le soja), mais aussi parce que le TV peut étre incor-
poré en quantité beaucoup plus importante dans
I'alimentation des vaches que ne peut I'étre le soja. Les
teneurs plasmatiques en équol (2484 vs 235 ng/ml) et en
ses précurseurs (77 vs 15 ng/ml) sont d’ailleurs largement
supérieures avec le régime Trefle Violet. Nos observations
montrent aussi qu'il faut moins de 2 jours pour obtenir des
modifications de la teneur en équol du lait suite au change-
ment d’alimentation. En outre, le lait produit avec la
ration Tréfle Violet est plus riche en AG insaturés que
celui obtenu avec la ration Soja (tableau 3).

M Essai 5 : Incidence des procédés
technologiques appliqués au lait
sur sa teneur en équol

Les laits individuels récoltés lors de l'essai 4, a
concurrence dun jour par période, ont été gardés en vue de
leur faire subir différents traitements (pasteurisation, stéri-
lisation, écrémage) et transformations (fromage, yoghourt,
kéfir, créme, petit lait). Les résultats (figure 2) indiquent
une faible influence des traitements a la chaleur sur
les teneurs en équol du lait. Ils montrent aussi que ce

Teneur en équol des produits (vg/kg)

800
700 O Ration Soja B
600 [0 Ration Tréefle Violet
500
400
300 B =
200 |
0wl al Tl al a0
0 T T T T T T T
S o e P P & s e &
3O & @ & W F @ W
N < () é\.@ & ) ©) Q®
\’};\\ . Q’b \"b%\ 3 @(D
& <®

FIGURE 2 : Incidence des traitements du lait et de la
transformation du lait pasteurisé sur sa teneur en
équol (essai 5).

FIGURE 2 : Effects of treating milk and processing pas-
teurized milk on equol levels (Experiment 5).

composé se concentre dans le fromage, au prorata de la
quantité de lait utilisée pour le fabriquer, et persiste dans
le lait écrémé, comme l'ont suggéré KinG et al. (1998),
UzzaN et al. (2007) et KRiZovA et al. (2011). La teneur en
équol se maintient dans le yoghourt par rapport au lait
cru, mais diminue de moitié dans le kéfir. Tout comme le
lait, les produits laitiers peuvent donc assurer un apport
non négligeable d’équol au consommateur.

M Essai 6 : Variabilité de la teneur en équol
du lait de consommation

Pour quantifier cette variabilité, 49 échantillons de lait
disponibles pour le consommateur ont été collectés au mois
de février 2013 afin d’analyser leur teneur en équol (DAEMS et
al., 2015). Les résultats (figure 3) montrent que I'équol est
bien présent dans les laits de consommation mais que
sa concentration différe largement selon le mode de
production (conventionnel vs biologique). Le recours
plus important aux légumineuses en agriculture biologique
expliquerait en bonne partie cette différence (MUSTONEN et al.,
2009 ; ADLER et al., 2015). Notons que des laits plus riches
en équol que ceux récoltés dans cette étude ont été obtenus
dans d’autres pays a d’autres périodes (411 ug/l pour Hok-
KaLA et al., 2007, et 191 ug/l pour ANTIGNAC et al., 2004). De
meéme, les laits collectés dans le cadre des essais 1, 3 et 4 avec
des rations riches en légumineuses contenaient plus d’équol
(cf. tableaux 1, 2 et 3) que les laits du commerce issus de
l'agriculture biologique. La marge d’amélioration de la
concentration en équol du lait par une alimentation adaptée,
riche en légumineuses fourrageres, n'est donc pas négligeable.

Conclusions

Ces recherches montrent que, comparativement aux
graminées ou a une matiere premiere telle que le tourteau
de soja, le paturage de légumineuses fourrageres, et en
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Teneur en équol (ug/l)
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FIGURE 3 : Variabilité de la

teneur en équol de laits
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vendus au consomma-
teur selon leur traite-
ment, leur origine et leur
mode de production
(essai 6, adapté de DAEMS
et al., 2015).

FiGURE 3 : Equol levels in
commercially available
milk according to treat-
ment, origin, and mode
of production (Experi-

ment 6, after DAEMS et al.,

L 2016).
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particulier de trefle violet, permet d’enrichir le lait en équol
et, dans certaines conditions, d’améliorer son profil en
acides gras. Ces résultats se confirment avec les fourrages
conservés, malgré une dégradation partielle des précur-
seurs d’équol par le processus d’ensilage. Ces observations
suggerent donc qu'il est possible de produire un lait enrichi
en équol tout au long de I'année. Lémergence de nouvelles
filieres laitieres de qualité différenciées peut se concevoir en
s’appuyant sur une alimentation a base d’herbe et de pro-
duits herbagers riches en lIégumineuses. Toutefois, de telles
filieres n'auront un crédit aux yeux des consommateurs que
si elles sont portées par des arguments solides. Si I'intérét
des légumineuses fourrageres est déja bien étayé sur le plan
environnemental (économie d’engrais, biodiversité, amélio-
ration de I'autonomie protéique...) et que leur incidence sur
la composition fine du lait semble se confirmer, I'intérét
pour la santé de constituants tels que I'’équol doit encore
étre validé par le monde médical au regard des différents
types de consommateurs. De méme, les doses optimales
assurant un tel bénéfice doivent encore étre déterminées.
Le fait que I'équol se maintienne dans la plupart des pro-
duits transformés a base de lait est sans conteste un atout
compte tenu de la proportion élevée de lait consommée
sous cette forme. Enfin, notons que 'équol est déja présent
dans les laits de consommation, et de maniere plus impor-
tante dans les laits issus de I'agriculture biologique.

Travaux présentés aux Journées de I'A.F.PF,
«Le paturage au cceur des systemes d’élevage de demain»,
les 21 et 22 mars 2017
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