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Résumé

Ce travail s'inscrit dans le cadre d’'une étude visant & vérifier si les herba-
ges de montagne, dont la composition botanigue est souvent trés diversi-
fiée, donnent des fromages plus aromatiques que les herbages de plaine.
Les fromages analysés, de type L'Etivaz ou Gruyére, ont été produits sur
quatre lieux situés a des étages de végétation différents (subalpin, mon-
tagnard et collinéen). Les analyses globales effectuées, non sélectives,
portent sur des classes de substances généralement produites par le
métabolisme secondaire des végétaux et susceptibles d'influencer les
caracteristiques chimiques et organoleptiques des fromages. Les résul-
tats obtenus indiquent certaines tendances qui devront encore étre
confirmées par des analyses quantitatives plus sélectives. On constate
qu'une augmentation de la proportion de dicotylédones dans les herba-
ges s'accompagne d'une augmentation des aldéhydes et des terpénes
supérieurs dans les fromages. On observe en revanche une diminution
d'autres substances, telles que l'acétaldéhyde et les composés volatils
soufrés. Ces substances, non présentes dans les végétaux, sont formées
a partir de précurseurs lors de la fermentation digestive des fourrages et
durant la maturation des fromages. Par aillsurs, on remarque une impor-

tante variation saisonniére de la composition chimigue des fromages.

Introduction

Les proportions respectives de grami-
nées, légumineuses et autres dicotylédo-
nes dans le fourrage influencent sa com-
position chimique et, a travers celle-ci,
ses valeurs nutritive et alimentaire. Les
prairies permanentes sont caractérisées,
entre autres, par leur richesse plus ou
mains prononcée en dicotylédones. Ces
plantes appartiennent 4 diverses famil-
les botaniques et n’ont guére de carac-
téristiques communes, comme c’est le
cas pour les graminées et les légumi-
neuses. Malgré cette hétérogénéité ap-
parente, les dicotylédones possédent un
certain nombre de particularités chimi-
ques communes qui les distinguent des
autres groupes botaniques. Elles sont

généralement pauvres en substances pa
riétales, mais riches en divers métabo-
lites secondaires.

On admet que ce trés vaste groupe de
substances organiques (plus de 10 000
structures connues) est non essentiel
pour les fonctions physiologiques de
I'organisme végétal. Leur rdle principal
est écologique (BELL, 1980; MOTTHES,
1980). On attribue généralement aux
métabolites secondaires la fonction de
protéger les plantes dans des conditions
de stress et de maintenir leur intégrité
contre les compétiteurs, les prédateurs
et les agents pathogénes (COLLECTIF,
1978). Ils peuvent aussi exercer un ef-
fet positif; certains ardmes et pigments
attirent par exemple les insectes polli-
nisateurs. Les métabolites secondaires

interviennent donc au niveau des inter-
actions entre les plantes et leur environ-
nement,

Malgré leurs effets plutét négatifs sur
I’appétibilité, la digestibilité et I'inges-
tibilité des fourrages (SCEHOVIC, 1991 et
1995a), les métabolites secondaires sont
en partie ingérés par les animaux. Les
fourrages consommés peuvent ainsi étre
ta source d’une multitude de substances,
volatiles ou non, telles qu’acides libres,
structures aliphatiques (alcools, esters,
aldéhydes et cétones) et aromatiques
(phénols), substances azotées et sou-
frées diverses, ainsi que différentes «es-
sences» (terpénes) et «principes amers»
(terpenes, alcaloides). La présence de
telles substances dans les produits lai
tiers pourrait en influencer les caracté-
ristiques organoleptiques.

Que deviennent les métabolites secon-
daires synthétisés par les plantes lors de
leur passage 2 travers I’organisme ani-
mal? Les caractéristiques spécifiques
des métabolites secondaires permettent
d’envisager un certain nombre d’éven-
tualités. En raison de leur faibie stabilité,
de nombreuses substances peuvent
changer de structure avant leur passage
dans le plasma sanguin; d’autres former
des liaisons chimiques avec d'autres
molécules et perdre ainsi leur caractére
d’origine. Certaines substances peuvent
étre utilisées par les micro-organismes
du rumen comme source d’énergie ou
d’azote, ou étre transformées par les
enzymes végétaux et/ou animaux {pré-
curseurs). Les métabolites secondaires
qui demeurent inchangés qualitative-
ment ou quantitativement durant la
transformation de I’herbe en fromage
sont probablement peu nombreux.
Le présent travail s’inscrit dans le cadre
d’une vaste étude interdisciplinaire dé-



crite par JEANGROS et al. {1997} visant
a vérifier si les herbages de montagne,
dont la composition botanique est sou-
vent trés diversifiée et riche en dico-
tylédones, donnent des fromages plus
aromatiques que les herbages de plaine.
Nous nous sommes intéressés a quel-
ques groupes de métabolites secondai-
res, en particulier  ceux que nous analy-
sons & Changins dans les herbages. Nous
avons voulu savoir si certaines différen-
ces observées au niveau des herbages
entre les lieux de production (JEANGROS
et al., 1998) étaient également percep-
tibles au niveau des fromages.

Vu le caractére préliminaire et explora-
toire du présent travail, nous avons uti-
lisé des méthodes simples et rapides,
couramment appliquées sur les végé-
taux dans le laboratoire de Changins,
adaptées mais non validées pour les fro-
mages. Les informations ainsi obtenues
devraient permettre d’examiner les re-
lations possibles entre certains compo-
sants des fromages et la composition
botanique plus ou moins complexe des
herbages péturés. Les tendances enre-
gistrées, d’une valeur purement indica-
tive, devront étre confirmées par une
étude plus exhaustive, & 'aide de mé-
thodes quantitatives, sélectives et spé-
cifiques.

Matériel et méthodes

Prélévement et traitement
des échantillons

Les fromages proviennent de quatre lieux
d’observation décrits dans le tableaw 1. Ces
derniers se distinguent en particulier par la
proportion d’autres plantes dans les herba-

ges, celle-ci étant plus élevée en montagne
qu'en plaine. Une description plus détaillée
des herbages est donnée par JEANGROS et al.
{1998).

L’ échantillonnage des 49 fromages analysés,
dgés de huit mois environ, a été effectué de
fagon standardisée (JEANGROS ef al., 1997).
Les échantillons ont été ripés & température
ambiante et stockés en petites portions dans
un congélateur & —18 °C jusqu’au moment
de leur analyse.

Analyses effectuées

® Les phénols solubles dans un mélange
acidifié de méthanol + eau sont des subs-
tances d’origine exclusivement végétale,
d’une forte oxydabilité par voie chimique
ou enzymatique (RIBERAU-GAYON, 1968).
Leurs formes polymérisées (tanins) for-
ment des liaisons avec différentes ma-
cromolécules telles que la cellulose, les
protéines, les amidons, etc. Ces proprié-
s pourraient probablement expliquer la
faible présence des monoméres et 1’ab-
sence des polyméres phénoliques dans
les fromages. Certains de ces composés
développent une forte activité antibioti-
que dans le tube digestif des ruminants.
Leur présence dans I'extrait est détectée
a I'aide d’un réactif spécifique (Folin-
Ciocalteu) et mesurée par spectrophoto-
métrie {SCEHoOVIC, 1990).

B Les éthers et esters phénoliques vola-
tils sont des substances d’un faible pou-
voir odorant qui pewvent contribuer &
caractériser certaines fractions des «es-
sences végétales» (NICHOLAS, 1973).
Elles sont entrainables & )Ja vapeur d’eau
(ROBINSON, 1980). Leur présence dans le
distillat est déterminée comme dans la
fraction soluble. Une partie des couma-
rines est mélangée & cette fraction phé-
nolique.

E [ es coumarines, comme les autres struc-
tures phénoliques, sont largement répan-

Tableau 1: Synthése des observations sur la végétation des quatre sites.

Lieux L'Etivaz 1 L'Etivaz 2 Montbovon Posieux
Altitude (m) 1400-1920 1275-2120 900-1210 600-650
Graminées (%)
—
Moyenne 40,8 38,6 63,4 52,5
Minimum 14,8 18,5 40,9 30,0
Maximum 575 56,4 79.0 70,0
Légumineuses (%)

Moyenne 6,7 11,0 7,4 47,5
Minimum 0,2 1,7 1,1 30,0
Maximum 11,4 16,8 20,1 70,0

Auires plantes (dicotylédones non légumineuses) (%)
Moyenne 43,3 42,9 271 0,0
Minimum 30,6 31,7 10,6 0,0
Maximum 60,3 65,6 49,4 0,0

Nombre d'espéces par relevé

Moyenne 49 56 54 6
Minimum 30 34 39 4
Maximum 71 77 80 8

dues dans les végétaux (surtout chez les
graminées et les ombelliféres), sous
forme native ou comme produits de I’hy
drolyse enzymatique d’autres substan-
ces. La plus commune est la scopolétine
dont I’ardme est caractéristique. Les cou-
marines sont faiblement volatiies, mais
fortement odoriférantes {odeur d’herbe
fraichement coupée). Certaines possédent
un golit amer et développent une activité
antibiotique ou toxique {(ROBINSON, 1980
BRUNETON, 1987).

Leur extraction est effectuée a 1'aide
d’une solution basique a chaud. Une
succession de purifications de Pextrait
permet d’obtenir une solution alcoolique
des coumarines (RosiNson, 1980). Leur
dosage est effectué par spectrophoto-
métrie comme pour les autres fractions
phénoliques.

Les compaosés volatils carbonylés (aldé-
hydes, cétones) permettent aux végétaux
d’attirer les insectes «pollinisateurs» et
les animaux «disséminateurs» de graines.
Malgré leur trés faible concentration, ce
groupe est d’une importance majeure
dans la formation de I'arbme des plan-
tes, conjointement aux mono- et aux ses-
quiterpeénes volatils, auxquels ils sont
chimiquement appareniés. Ces substan-
ces font partie des «huiles essentielles»
et pourraient donner un ardme «herbacé»
aux produits laitiers. Fortement volatils,
ils peuvent aussi développer une action
antibiotique. L’acétaldéhyde possede
une odeur plutdt piquante.

Les substances volatiles carbonylées sont
entrainables  la vapeur d’eau. Leur pré-
sence dans le distillat est détectable a
'aide de réactifs spécifiques comme la
2,4-dinitrophénylhydrazine et le nitro-
prussiate de sodium (RosinsoN, 1980).
La mesure est effectuée par spectropho-
tométrie.

Les composés volatils soufrés sont des
substances a pouvoir odorant trés élevé
(seuil de détection olfactive = 50 ppb
dans I’air) et a caractére fortement agres-
sif (oignon, ail, radis). Mis & part quel-
ques exceptions (famille des Brassica-
cées et des Composées), ils n’existent
pas sous forme primaire dans les plantes
des prairies. Iis sont formés dans le
rumen par hydrolyse enzymatique des
acides aminés soufrés lors de la fermen-
tation digestive des fourrages. La pro-
téolyse qui a lieu durant la maturation
des fromages peut aussi générer des
composés volatils soufrés (DUMONT et
ADDA, 1979),

Ces composés peuvent &tre libérés par
I’action de I’acide sulfurique sur les fro-
mages et entrainés par un courant d'azote,
puis absorbés sur de I"hydroxyde de cad-
mium. Apreés désorption, leur présence
est détectée 4 I'aide d’un réactif spéci-
fique {4-amino-N, N-diméthylaniline) et
leur concentration est mesurée par spec-
trophotométrie (ACREE ef al., 1971).

Les terpénes supérieurs non volatils
constituent un groupe de substances nu-
mériquement trés important qui peut en-
glober des alcaloides, des stérols, des sa-
ponines, des pigments, des acides, des
alcools, etc. Ils sont présents dans tous
les organismes vivants (BANTHORPE et



CHaRLWOOD, 1980). Souvent caractérisés
par un goiit fortement amer {sesquiter-
pénes lactones, polyméres isopréniques
et autres), ils pourraient participer a la
formation du goit des fromages. Les
familles botaniques des Composées et
des Cruciferes sont particuligrement ri-
ches en ce groupe de substances. Les
terpenes développent souvent une action
puissamment antibiotique et sont classés
parmi les principales phytoalexines.
Leur extraction est effectuée a I'aide de
dichlorométhane. Une succession de pu-
rifications de I’extrait permet d’obtenir
une solution alcoolique des terpgnes
(MaBRY et GILL, 1979) dont le dosage
est effectué a I'aide d’une analyse spec-
trale en UV.

Résultats et discussion

Bien que les composés phénoliques
soient sensiblement plus abondants dans
les fourrages de montagne que dans
ceux de plaine (SCEHOVIC, 1990; JEAN-
GROS ef al., 1998), on en trouve davan-
tage dans les fromages de plaine que
dans ceux de montagne (fig. 1 et 2).

Cela est dii probablement au comporte-
ment de leur fraction polymérisée, parti-
culi¢rement abondante dans les fourra-
ges de montagne riches en dicotylédones
(SceHovic, 1990). Cette fraction est
probablement éliminée du tube digestif
en se liant & la fraction non digestible
des parois cellulaires.

Apparemment, les concentrations en
composés phénoliques dans les froma-
ges sont trés faibles. Cela pourrait étre
dii, entre autres, 4 leur importante dégra-
dation enzymatique (RIBERAU-GAYON,
1968), a leur solubilité dans I’eau et
aux autres propriétés chimiques respon-
sables de leur transformation dans 1’ap-
pareil digestif (GRIFFITHS et BARROW,
1972; HARBORNE, 1980).

Aucune différence significative n’a pu
Etre établie en ce qui concerne Ia teneur
en coumarines des quatre groupes de
fromages considérés (fig. 3). Cette cons-
tatation n’est guére surprenante vu
I’omniprésence des coumarines dans les
plantes, indépendamment des familles
botaniques.

La présence des composés volatils car-

bonylés dans les fromages refléte la
complexité botanique des lieux d’ob-
servation. Il est intéressant de noter que
I’acétaldéhyde semble diminuer avec
I’augmentation de la proportion des di-
cotylédones (fig. 4). Ce composé est
probablement en partie produit par la
flore microbienne des laits crus i partir
d’acide lactique et/ou pyruvique (Du-
MONT et Appa, 1979). Inversement, les
aldéhydes supérieurs, qui pourraient
influencer positivement 'ardme des
fromages, sont plus abondants en mon-
tagne qu’en plaine (fig. 5). Les dicoty-
lédones sont fréquemment riches en
substances inhibitrices de 1’activité en-
zymatique (tanins, quinones) (DAIRER,
1975; SwaiN, 1977; CoLLECTIF, 1978;
RoBinsoN, 1980; CHESSON et al., 1982;
MUELLER-HARVEY, 1989; ScEHOVIC,
1995b) et de I’activité microbienne (ta-
nins, coumarines, terpénes, alcaloides,
acides organiques toxiques, acides phé-
noliques, etc.) (HARTLEY, 1972; CoL-
LECTIF, 1978; CHENG et al., 1980; Ro-
BINSON, 1980; JUNG, 1985; BORNEMAN
er al., 1986; VAREL et JUNG, 1986; BRU-
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NETON, 1987; SCEHOVIC, 1997). Ces subs-
tances pourraient inhiber la formation
de certains produits intermédiaires de la
fermentation, tels que 1’acétaldéhyde.
Cette action inhibitrice semble se confir-
mer également pour les composés vo-
latils soufrés qui sont eux aussi plus
abondants en plaine qu’en montagne
{fig. 6). Ces substances sont des produits
de I’hydrolyse enzymatique, aussi bien
dans le rumen {protéines végétales) que
dans les fromages {cas€ine). Les analy-
ses effectuées directement sur les laits
correspondants n’ont permis de détecter
que de faibles quantités de ce groupe de
substances. Leur forte augmentation
dans le fromage semble indiquer qu’elles
sont pour la plupart d’origine micro-
bienne (DUMONT et ADDA, 1979).

De nombreux terpénes développent une

Fig. 6. Les composés soufrés volatils dans les fromages des quatre

sites (voir légende fig. /).

supérieurs dans les fromages de LEti-
vaz | et 2 est relativement importante
par rapport a ceux de Montbovon et de
Posieux (fig. 7). La tendance est inverse
au niveau des substances d’origine mi-
crobienne, ce qui semble indiquer I’ exis-
tence potentielle des interactions entre
certains groupes de substances.

Plusieurs composés analysés présentent
d’importantes fluctuationsencoursd’es-
tivage. Les phénols solubles, 1'acétal-
déhyde et surtout les composés volatils
soufrés (fig. 8) affichent une augmen-
tation significative de leur concentra-
tion au cours de la saison de piture. En
revanche, les terpénes supérieurs et sur-
tout les aldéhydes supérieurs (fig. 8)
diminuent significativement au cours de
la saison. Les terpénes supérieurs sont
sujets 4 une tres forte variabilité quan-

attribuées a des facteurs relatifs a la vé-
gétation (composition botanique et ge
des plantes), zootechniques (stade de
lactation) ou météorologiques (ensoleil-
lement et température, facteurs influen-
cant la biosynthése de certains métabo-
lites secondaires).

Contrairement aux autres groupes de
substances, les coumarines et les phé-
nols volatils é€voluent différemment
d’un lieu d’observation & 1’autre au
cours de Ia saison.

Conclusions

® Cette étude révele des différences si-
gnificatives au niveau de la présence
dans les fromages, de quelques grou-
pes de métabolites secondaires.

action antimicrobienne. lls pourraient  titative, surtout au début de la saisonde  ® Les fromages de montagne contien-
réduire la production des enzymes pro-  pature. nent davantage de composés carbo-
téolytiques provenant de la flore lacti-  Dans la mesure ol ces divers composés nylés et de terpénes supérieurs que
que et non lactique et ainsi diminuer la  sont produits principalement par les les fromages de plaine. Ils sont par
formation des produits d’origine micro-  herbages consommés et non pas par la contre moins riches en composés
bienne (acétaldéhyde, composés vola-  flore microbienne des laits crus utilisés, phénoliques, en acétaldéhyde et en
tils soufrés). La présence de terpénes  les causes de ces évolutions doivent &tre composés volatils soufrés.
5 s Composésvolatilssoufrds  ,  Aldéhydes supérieurs
[C] Moyenne; 4 Max R . []
4.5 ™ [ ] Ecart type; == Min » o
4 a * " * 4
- . 1
15 . . * . Y] i
$ 4 v tiE .
P gy Pt 12, a
3 B | e N =% £ .
ELC% + M s £ i
B =i 5 N B e a & n WWog,
3 = A & - . - h ]
S (B} $2a * S > o 4
= + l—.J " &t u . 3 by
1.8 . a .
n
—' I m L'Etivaz 1 L] []
! BJ' b -& L'Etivaz2 * . LR Y
0.5 oL - hd - Montbovon hd L] -
. — @——n LAI]'EH Y . Posl::.lx . * ” ‘.0 .-,
L'Etivaz 1 L'Etivaz 2 Monthovon Posieux SP g oo ol s *id ; '-i <o ; g = .:'f :
=11 {n=13) (n=12) (n=13) L AL B LU ;nn;u-tmmn;ng ik 1 b

Fig. 7. Les terpénes supérieurs non volatils dans les fromages des

quatre sites (voir légende fig. 7).

aldéhydes supérieurs dans les fromages des quatre sites.

Fig. 8. Evolution saisonnigre des composés soufrés volatils et des




® (Ces différences de composition peu-
vent s’expliquer en partie par une
proportion plus élevée d’autres plan-
tes (dicotylédones non légumineu-
ses} dans les herbages de montagne
que dans ceux de plaine.

® ]I faut toutefois rappeler qu’il ne
s’agit que d’un travail préliminaire
qui devra &tre vérifié par une étude
plus approfondie. Les résultats pré-
sentés n’ont qu’une valeur indicative
et purement comparative entre les
quatre sites d’observation.
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Summary

Effects of the botanicat composition of grazing areas on some components
of L'Etivaz or Gruyére-type cheeses

This work is part of a study which aims te verify if milk produced in highland grazing
areas, which often have a highly diversified botanical composition, produces more
aromatic cheese than milk produced in lowland grazing areas. The L'Etivaz or Gruyere
cheeses analysed were manufactured on four production sites located in different
vegetation zones: two in subalpine zones. one in a mountain and one in a hill zone.
Simple, but nonselective screening methods were used to measure some compounds,
generated by plant secondary metabolism, which may influence the chemical and
flavour characteristics of cheese. The preliminary results show some trends that should
be confirmed using more specific, quantitative methods. An increase of the dicoty-
ledon proportion in pasture possibly induces an increase in the content of some higher
aldehydes and nonvolatile terpenes in cheese. Moreover a decrease of some other
compounds such as acetaldehyde and volatile sulfur-containing compounds has been
observed. These compounds, not found in piants, are most probably generated by the
digestion in the rumen of cows and/or during cheese ripening. Important seasonal
changes in the content of such cheese components was also observed.

Key words: pasture, botanical composition, secondary metabolite, cheese composition,
highland, lowland.

Zusammenfassung

Wirkungen der botanischen Zusammensetzung von Weiden auf einige
Bestandteile von Kése des Typs L'Etivaz oder Gruyére

Diese Arbeit wurde im Rahmen einer Studie durchgefiihrt. die abkliren soll, ob aus
Milch, gewonnen auf Alpweiden mit einer oft sehr artenreichen botanischen Zusam-
mensetzung, aromatischere Kise produziert werden kbnnen als aus solcher von
Talweiden. Die untersuchten Kise vom Typ L'Etivaz oder Gruyere wurden an vier
Standorten, die sich in verschiedenen Vegetationszonen befinden {(subalpin, Berg- und
Hiigelzone), hergestellt. Die durchgefiihrten, nicht selektiven Analysen umfassten
Gruppen von Substanzen, dic vom sekundiren Stoffwechsel der Pflanzen produziert
werden und moglicherweise die chemischen und geschmacklichen Eigenschafien der
Kiise beeinflussen. Die Ergebnisse weisen auf gewisse Tendenzen hin, die durch spe-
zifischere quantitative Analysen bestiitigt werden miissen. Ein erhhter Gehali an
langkettigen Aldehyden und Terpenen im Kise kann auf einen hheren Kriiuteranteil
im Futter der Kuh zuriickgefiihrt werden. Der Anteil an Acetyialdehyd und fliichtigen
schwefelhaltigen Substanzen nimmt hingegen ab. Diese in den Pflanzen nicht vor-
handenen Substanzen stammen aus der Verdauung im Pansen der Kuh und/oder der
Kisereifung. Im iibrigen konnten bedeutende jahreszeitliche Schwankungen in der
Zusammensetzung der Kase beziiglich dieser Stoffklassen festgestellt werden.
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