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La présente étude préliminaire effectuée
avec 14 fromages d'alpages subalpins et
20 fromages de plaine, tous de type
~Gruyére suisse®, a permis de vérifier
'observation - déja faite en France par
Dumont et al. avec le (Gruyére de)} Comté
- de linfluence de l'altitude, c.-a-d. des
compositions chimiques et botaniques
des herbages, sur la composition chimi-
gue du fromage. L 'analyse de la composi-
tion en aromes volatils des fromages a été
effectuse par chromatographie capiliaire
en phase gazeuse aprés un piégeage dy-
namique d'effluves et une détection par
spectroméirie de masse. Les résultats
obtenus ont et¢ traités par analyse statis-
tique discriminante. Cette étude prélimi-
naire a permis de mettre en évidence
quelques terpenes et hydrocarbures ali-
phatiques caractéristiques, voire spécifi-
ques des fromages d’alpages subalpins.

1. Introduction

Le présent travail s'inscrit dans le cadre
toujours plus actuel des études tant na-
ticnales qu'internationales des particula-
rismes et des particularités régionaux (1,
2, 14, 19). A linstar des producteurs et
des éleveurs de vin, les fabricants et les
affineurs de fromages de renom, en parti-
culier ceux de Gruyére Switzerland: et de
fromages de I'Etivaz, tendent a protéger
et & faire reconnaitre la spécificité de leur
production par le labe! d'appellation
d’origine contrdlée (A.Q.C.) ou celui de
marque déposée (3, 6). Sans aller jusqu’a
démontrer une possible spécificité du
~golt du terroir”, trés publicitaire mais
probablement trés difficile & mettre ob-
jectivement en évidence par voies senso-
rielle ou/et instrumentale, le but de la
présente étude préliminaire était de véri-
fier, a l'aide de méthodes d'analyses chi-
mico-physique et statistique performan-
tes, le bien-fondé de 'observation déja
faite par Dumont et Adda (4) et Dumont et
al. (5) que la composition des fromages -
des (Gruyére de) Comté en {’occurrence -
dépend notamment de I'altitude de pro-
duction, donc des compositions botani-
ques et chimiques des herbages des ré-
gions concernées.

2. Matériel et Méthodes

Echantillonnage

La présente étude a été effectuée sur la
base d’un échantillonnage de 14 froma-
ges de type ,,Gruyére suisse” (pate cuite

pressée sans fermentation propionique,
fabriquée a partir de lait cru) provenant
d'alpages subalpins situés entre 1400 et
1850 m et de 20 fromages provenant de
la plaine, soit de régions situées a moins
de 1000 m (Tabieau 1).

Tableau 1. Origine (lieu et altitude) des fromages étudiés
E = Etivaz®; G = Gruyére Switzerland®d'alpages;
P = Gruyére Switzerland® de plaine

No de Nom de Altitude Date de
I'échantillon la fromagerie (m) fabrication
1 G En Culan 1630 Aout 1991
2 G Parc es Fayes 1651 Aolt 1991
3 G Les Audéches 1491 Aot 1991
4 G Jeu de Quilles 1466 Aott 1991
5 G Branleires 1625 Aot 1991
6 E Seron 1813 Juillet 1991
7 E Saziéme 1823 Juillet 1991
8 E Dorne 1818 Juillet 1991
9 E Toumalay 1762 Juillet 1991
10 E La Schuantze 1749 Juillet 1991
1" E Chaude 1580 Juillet 1991
12 E Chenaux 1700 Juillet 1991
13 G Gros-Plané 1500 Juillet 1991
14 G La Vathiaz 1400 Juillet 1891
15 P inconnue inconnue Juillet 1991
16 P Montagny-la-Ville 571 Juillet 1991
17 P Prez-vers-Siviriez 768 Juillet 1891
18 P Villaz-St-Pierre 706 Aolt 1991
19 P Blessens 757 Aot 1991
20 P La Roche (FR) 750 Aot 1991
21 P Séles/Gruyére 836 Aoat 1991
22 P Cottens (FR) 712 Aolt 1991
23 P Onnens (FR) 719 Juillet 1991
24 P Cormerod 604 Juillet 1991
25 P Schmitten (FR) 607 Juillet 1991
26 P Chesalle/Oron 79 Juillet 1891
27 P Grancy 588 Juillet 1891
28 P Baliens 713 Juillet 1991
29 P Cottens (VD) 582 Juillet 1991
30 P Pampigny 628 Juillet 1991
K| P Penthéréaz 622 Juillet 1991
32 P Essertines/Yverdon 602 Juillet 1991
33 P Giez 525 Juillet 1991
34 P Ballaigues 870 Juillet 1991




Préparation et traitement de I’échantillon
Aprés leur avoir enlevé env. 1 cm de la
zone extérieure non comestible (crolte et
morge comprises), les échantilions ont
été congelés puis stockés a -18 °C jus-
gu'au moment de 'analyse. Ils ont alors
été rapés, toujours a I'état surgelé, puis
finement dispersés pendant env. 1 min
dans de I’eau a I'aide d’un ultraturax (Po-
lytron type PT 20 00) sur position 3, &
raison de 25 g de fromage dans 50 mL
d’eau additionnée de 0,6 mL d’une solu-
tion aqueuse d’hydroxyde de sodium 5
mol/L. fraiche (Merck pA, art. no 6498).
L’eau utilisée était de qualité Milli-Q fraf-
che, portée & ébullition pendant 10 min
puis refroidie dans un récipient fermé afin
d’éliminer tout contaminant volatil. Le pH
de cette suspension a finalement été
ajusté a la valeur de 7,5 avec cette solu-
tion d’hydroxyde de sodium pour préve-
nir 'entrainement des acides gras libres,
guantitativement dominants, lors de I'ex-
traction des composés volatils par ,,Pur-
ge and Trap“.

Analyse GC-MS dynamique des effluves

L’analyse des composés volatils a été
effectuée a I'aide d'une technique d’ex-
traction, d'enrichissement par adsorption
sur pigége inerte, de désorption thermi-
que, de cryoconcentration et d’injection
de type ,Purge and Trap® (,dynamic
headspace analysis”) a 'aide d’un systé-
me automatique LSC 2000 de Tekmar
(Cincinnati, Ohio, U.S.A.}. Une partie ali-
quote de 8 g de la suspension précédem-
ment décrite, additionnée d'une goutte
d’un antimoussant désodorisé (Bosset et
Gauch, en préparation), et 5 g de perles
de verre (@ 5 mm) ont été introduits dans
un tube en U adéquat (,needle sparger”
de Tekmar également) de 25 mL de
contenance et purgés dans les condi-
tions suivantes: gaz de purge: azcte ultra
pur; débit de purge: 30 rmi/min; prépur-
ge: 1 min; durée et temp. de purge: 20
min a 45 °C (bain-marie); purge de sécha-
ge: 20 min; ,cap cool-down™: -125 °C;
préchauffage de désorption; 210 “C; dé-
sorption: 4 min 4 220 °C; injection: en
moins d’une min, de -125 & +200 °C;
valve: 150 °C; ligne: 150 °C; ,capillary
union®: 150°C; nettoyage du piége par
chauifage: 5 min a 260 °C. Le piége utili-
sé, en acier inoxydable, contenait un mé-
lange de Carbosieve Sl (0,05 g) et de
Carbopack B, 60-80 mesh (0,20 g) égale-
ment fourni par Tekmar (modéle no 8).

La séparation chromatographique a été
opérée & l'aide d’'un chromatographe en
phase gazeuse (GC) modéle 5890 de
Hewlett-Packard, dans les conditions
suivantes: gaz porteur: hélium; flux du
gaz porteur: 1,20 mL/min (& 80 °C); tem-
pératures de linjecteur: 200 °C, de la
ligne de transfert au MS: 250 °C; interfa-
ce: type ,open split'; programme de

temp.: 13 min a 45 °C; rampe de temp.: 5
°C/min jusqu’a 240 °C, 5 min a 240 °C.
Colonne capiilaire utilisée: SPB1 en silice
fondue (30 m x 0,32 mm x 4 um) de
Supelco (CH-1196 Gland).

L'identification des composés et leur
semi-quantification {par la mesure com-
parative de la hauteur des pics chromato-
graphiques) ont été effectuées par spec-
trométrie de masse a 'aide d’un détec-
teur de type MSD 5970 de Hewlett-
Packard dans les conditions suivantes:
icnisation électronique 870 eV et 0,8 mA,
effectuée en balayage (,total ion chroma-
tography”) de 19 a 250 daltons {amuy);
calibrage par ,autotuning”. La saisie et
I'exploitation des données brutes ont été
effectuées a l'aide de la ,ChemStation*®
de Hewlett-Packard sur la base de la
librairie des spectres de masses NBS &
Wiley usuelle de MclLafferty et Stauffer
(12} et de Ten Noever de Brauw et al. (18}.

Analyse statistique des résultats

Une analyse statistique discriminante a
été effectuée a I'aide du logiciel Systat
pour Windows version 5.0 {(17). Vu le
nombre de composés volatils & traiter {77
pics), cette analyse a di étre effectuée en
3 fois, par ,batchs” successifs. Une pre-
miére fois, les pics chromatographiques
ont été traités en 4 groupes: 14 19,202
39, 40 459 et 60 & 77 (numéros des pics).

Les meilleurs régresseurs obtenus ont
été rétraités une deuxiéme fois en 2 grou-
pes de taille semblable, puis (aprés sélec-
tion & nouveau des meilleurs régresseurs)
une troisieme fois en un seul et dernier
groupe. Les paramétres de cette analyse
discrimante répétitive ont été choisis, en
mode rétroactif (,backwards"), comme
suit:

o {(ENTER) = 0,05 et (REMOVE) = 0,05
(pour les 1ére et 2éme fois}

o {(ENTER) = 0,01 et (REMOVE) = 0,01
(pour la 3&me fois).

L’analyse de discriminance a été arrétée
lors de 'obtention des 8 pics considérés
comme les plus significatifs, donnant un
coefficient de détermination 2 = 0,939,

3. Résultats et Discussion

La figure 1 montre un chromatogramme
typique d'échantillons de fromage d’al-
page. La figure 2 en présente les pics les
plus caractéristiques sur un agrandisse-
ment (env. 33 - 52 min).

Le tableau 2 établit la liste des régres-
seurs (pics chromatographiques) et de
leurs combinaisons linéaires qui permet-
tent le mieux de distinguer les fabrica-
tions subalpines de celies de plaine a
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Figure 1: Chromatogramme GC-MS capillaire typique des ardmes volatils d’un froma-
ge d’alpage subalpin de type Gruyére (Switzerland) et Etivaz
{cf. agrandissernent de la zone ombrée sur la figure 2)



Paide d’'une analyse discriminante. Les
coefficients de détermination (r¥) sont
compris entre 0,46 pour un seul pic {le no
55: nérol} & 0,85 pour une combinaison
de 7 pics.

La liste des substances les plus caracté-
ristiques figure dans le tableau 3 qui don-
ne également le nombre (p et q) de froma-
ges contenant ces substances, la média-
ne, la moyenne et le coefficient de
variation {cv) de la hauteur {unité arbitrai-
re) des pics correspondants dans les fro-
mages d’alpages et de plaine ainsi que le
quotient des médianes. Bien que la mé-
thode d'analyse ne soit pas strictement
quantitative, it est néanmoins possible de
calculer ce quotient puisque tous les
échantillons ont été analysés de maniére
comparable (analyses relatives, mais
standardisées). Ces composés ne sont
donc pas spécifiques des fromages d’al-
pages, mais présents en concentrations
significativement plus importantes dans
ces derniers que dans les fromages pro-
duits en plaine.

Le tableau 4 donne enfin la liste des subs-
tances spécifiques des fromages d'alpa-
ges (,fraceurs”), c.-a4-d. non identifiées
dans les fromages de plaine. Il indigue le
nombre (n} de fromages dans lesquels
ont été identifiés ces composés ainsi que
la médiane, la moyenne et le coefficient
de variation (cv) de la hauteur (unité arbi-
traire) des pics correspondants.

Ce travail confirme donc le bien-fondé de
|'observation faite en France par Dumont
et Adda {4) et Dumont et al. (5) sur les
{Gruyére de} Comté: la composition chi-
mique des fromages, notamment celle de
certains de leurs arébmes volatils, dépend
entre autres de I'altitude de la production.
Les mémes classes de constituants chi-
miques que celles citées par ces auteurs
- soit des terpénes et des hydrocarbures
aliphatiques, substances particuliére-
ment odoriférantes - permettent de diffé-
rencier les productions d'alpages subal-
pins (en l'occurrence les Gruyéres suis-
ses et les fromages de 'Etivaz) et celles
de plaine. Ces variations proviennent
probablement de différences dans les
compositions chimiques et botaniques
des herbages des régions concernées
(11), notamment de leur teneur en dicoty-
lédones (15, 16). On peut donc considé-
rer ces substances comme caractéris-
tiques voire spécifiques des fromages
d'alpages. On ne peut en revanche en
tirer aucune conclusion quant a la qualité
proprement dite des productions corres-
pondantes. Plusieurs sesquiterpénes ont
déja été identifiés dans d’autres froma-
ges tels que (Gruyére de) Comté (9), bleus
frangais (8), fromages espagnols (7) et
Parmigiano Reggiano (13).
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Figure 2: Agrandissement d'une partie du chromatogramme présenté sur la Fig 1 {env.
33 - 52 min) (cf. listes des composés dans tableau 3 et 4)

Tabeau 2. Régresseurs les plus significatifs obtenus lors de l'analyse
discriminante et coefficients de détermination correspondants
(le nom des composés est indiqué dans le tableau 3)

Régresseurs de 'analyse discriminante

{ = no du pic)

Coefficient de
détermination (r?)

55

55 70

55 70 61

55 70 61 74

55 70 61 74 62
55 70 61 74 62
55 70 61 74 62

0,464
0,605
0,703
0,742
0,783
65 0,822
65 76 0,851

4. Conclusions

La présente communication ne peut ni ne
doit étre considérée comme définitive,
puisque l'on ne dispose actuellement
d'aucune donnée concernant |'origine
des composés volatils mis en évidence
dans les fromages d’alpages subalpins.
Les seuls parameétres connus avec exac-
titude sont la date et l'altitude des pro-
ductions considérées. Les compositions
botaniques et chimiques des herbages
utilisés n’ont pas encore été établies.

Aussi a-t-il été prévu de poursuivre et
d'approfondir ce travail préliminaire par
un vaste projet interdisciplinaire (1993-
1996) commun aux Stations fédérales de
recherches laitieres (FAM) de Liebefeld-
Berne et de recherches agronomiques
(RAC) de Changins/ Nyon. On y étudiera
notamment toutes les substances volati-
les communes aux herbages, aux crémes
de lait (en raison du caractére lipophile
des substances mises en évidence) et
aux fromages des régions considérées,
en recourant & des dosages basés sur la



Tableau 3: Composés présents dans les fromages d'alpages et de plaine (analyse discriminante)

No Classe du Composé Fromages d'alpages Fromages de plaine Alpages / Plaine

du composé (n=14) (n=20)

pic p* ¥ X cv q~™ £ x cv Quotient des
(ua) (ua) (%) (ua) (ua) (%) médianes

55 Terpéne Nérol (T) 14 1,30 1,99 72 11 033 037 53 4,12

61 Terpéne Pinéne (T) 7 044 263 207

62 Alcane Décane* 4 020 0,28 48

65 Terpéne Limonéne (T) 8 0860 075 91 4 020 031 77 2,98

66 Alcane n.i. 6 020 051 79

70 Alcane Undécane * 14 163 161 34 19 0,73 086 62 2,23

74 Azoté n.i. 9 039 044 55 15 0,59 0,54 48 0,66

76 Cétone 2-Dodécanone* 7 034 047 70 8 020 040 72 1,72

# = médiane; ¥ = moyenne; cv = coefficient de variation; n.i. = non identifié; u.a. = unité arbitraire
*) Confirmé par substance de référence

* p, q = nombre d'échantillons positifs (> seuil de détection du GC-MS)

(T) = Identification provisoire, & confirmer lors de la poursuite du travail

méthode dite des ajouts standardisés,
récemment proposée par Imhof et Bos-
set (10).
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Zusammenfassung

Vorkommen von Terpenen und ali-
phatischen Kohlenwasserstoffen in
schweizerischen Gruyére-und Eti-
vaz-Alpkédsen mit Hilfe der dynami-
schen GC-MS-Dampfraumanalyse

ihrer fliichtigen Aromastoffe

J.Q. BOSSET, U. BUTIKOFER,

R. GAUCH, R, SIEBER

Schweiz. Milchw. Forschung 23 (2)
37-42 (1994)

In einer vorldufigen Studie wurden
Gruyére- und Etivazkdse, davon 14 aus
der Alp- und 20 aus der Talproduktion,
auf flichtige Aromastoffe untersucht. Die
fliichtigen Aromastoffe dieser Kése wur-
den mit Hilfe der dynamischen Dampf-
raum-Kapillar-Gaschromatographie und
Massenspektrometrie qualitativ und se-

miquantitativ analysiert und die Resultate
mit einer statistischen Diskrirminanzana-
lyse ausgewertet. Es konnten einige Ter-
pene und aliphatische Kohlenwasser-
stoffe als charakteristische oder sogar
spezifische aromatische Bestandteile der
Alpkdse nachgewiesen werden. Somit
wurde die durch Dumont et al. an Comté
gemachte Beobachtung bestatigt, wo-
nach die Hohe liber Meer, d.h. die chemi-
sche und botanische Zusammensetzung
des Futters, auch die chemische Zusam-
mensetzung der Kése beeinflussen kann.

Summary

Qccurence of terpenes and aliphatic
hydrocarbons in Swiss Gruyére and
Etivaz alpine cheese using dynamic
headspace GC-MS analysis of their
volatile flavour compounds.

J.0. BOSSET, U. BUTIKOFER,

R. GAUCH, R. SIEBER

Schweiz, Milchw. Forschung 23 (2)
37-42 (1994)

This preliminary study, carried out on 14
Swiss Gruyére and Etivaz: cheeses pro-
duced in alpine pastures and 20 others
produced in the lowlands, confirmed the
observation already noted in France by
Dumont et al. on the influence of altitude,
i.e. the chemical and botanical composi-
tion of pastures, on the chemical compo-
sition of Comté cheese. The flavour com-
ponents of the investigated cheeses were
qualitatively and semi-quantitatively ana-
lysed using dynamic headspace capillary
gaschromatography with mass spectro-
metric detection. The results were sub-
mitted to statistical discriminant analysis.
This preliminary study reveals the
presence of terpenes and aliphatic hy-
drocarbons characteristic or even speci-
fic of alpine cheeses.






