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nÉSUUÉ - Des laits ont été collectés sur deux sites INRA qui diffèrent par leur situation géographique.et leur altitude :

n.r..t pour la plaine (alt itude 200 m) et Marcenat pour la montagne (alt itude. 1100 m). I-es animaux étaient alimentés au

pâtu.ugé en été er à l"ensilage de mâis, d'herbe ù de foin.poul la saison hivernale. L'eau du lait était analysé-e _par
5p".ti6.etrie de Masse de Ripport Isoropique (SMRI) pour déterminer les enrichissements isotopiq.ues en '80 et 2H. Les

triglycérides exrraits de la crèrirè étaient ânatysês par RMN 4u 
' '_Ç.La.composition en.acide,s gras.dépend-plus du régime

ullîËntuir. tandis que les enrichissements isoiopiques sont olus dépendants de la situation géographiqu"-.Ulq analyse.dis-

criminante montre i lue la RMNT3C et la SMRI s'oni 2 méthoàes d'analyses_qui permettent de caractériser le lait selon I 'ori-

gine géographique ét le mode d'alimentation. Sur un même site 100% des laits sont bien classés en fonction du régime ali-

Étentàire et boui une même alimentation 100% des laits sont bien classés en fonction du site.

'3C NMR and IRMS methods to characterise the milk according to
diet and geographical origin.
c. DEPONGE il), JB. COULON (2), JC. BONNEFOY (2), P NTZ (3), JP. RENOU (l)
il ) SRV INRA Theix 63 122 Saint Genès Champanelle

SUMMARY , The milk was taken from 2 INRA sites which differ in their geographical situation and altitude: Rennes as
Ptain (alt itude 200 m), and Marcenat as Mountair (attitude I 100 m). Cows were in pasture during summer and fed with hay,
pasture ensilage or maize ensilage during winter.
îhe mi lk  watér  was analysed 6y Isotopic Rat io Mass Spectrometry ( IRMS) to determine ' 'O and rH isotopic level .

Triglycerides extracted from cream were'analyse.g by ' 'C Nuclear M_agnetic Resonance (NMR) spectroscopy..The fatty acid
coriposition shared a relationships with diet while water r80 and 2H enrichment were relate,d.to the geographic origin..
A di'scriminant analysis has displâyed that rrC NMR and IRMS are two analytical methods which are relevant for milk authen-
tication according io diet and geographical origin. For the same production area 100% of milk were well classified accor-
ding to diet. Alsol for the samè diét IOOX of mitk were classified according to the geographical origin.
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l . INTRODUCTION
La certif ication de l 'origine joue un rôle important dans la
commercialisation des produits de terroir, et génère une
plus-value bénéficiant aux producteurs. Pour le consomma-
teur, cela participe à la qualité et à I ' image qu'i l se fait du
produit et répond à un problème de sécurité alimentaire.
Certains laits font I 'objet d'allégation-santé par leur valeur
nutrit ive spécifique ; c'est le cas du lait de montagne. Il en
va de même pour les produits dérivés du lait (AOe des fro-
mages, ...). Dans tous ces cas, i l  est important de pouvoir
s'assurer de I 'origine du produit avec une méthode fiable et
précise, et d'obtenir des marqueurs spécifiques du lieu de pro-
duct ion.
Les isotopes stables les plus fréquemment étudiés (.H, "C,'80) sont présents en faible quantité dans tous les organismes
vivants. Cette abondance naturelle varie avec I 'origine géo-
graphique de chaque espèce moléculaire et avec la physio-
logie de I'organisme producteur (Craig 1957 , Smith et Ef stein
1970). Ainsi, I 'authentif ication de produits agro-alimen-
taires (vin, café, vanil le, jus de fruits,...; est possible par ana-
lyse isotopique et plus particulièrement par la Spectrométrie
de Masse de Rapport  Isotopique (SMRI) .  Des études en
SMRI tH, 'rC et r5N ont été réalisées sur les composants du
lait (Minson et a|.7975: Kornexl et al. 1997:Masud et al.
1999).  L 'a l imentat ion des animaux peut  modi f ier  sensib le-
rnent la composition des matières grasses du lait et notam-
ment  l 'équi l ibre entre ac ides gras saturés et  insaturés.  La
résonance magnétique nucléaire (RMN) du ' 'C permet de
déterminer ces différentes natures d'acides sras.
L'objectif de cette étude, qui constitue la preràière phase d'un
programme plur iannuel ,  a  été de val ider  I ' in térêt  de ces 2
méthodes pour discriminer I 'origine des laits produits, dans
des condi t ions d 'a l imentat ion var iables et  contrô lées.  en
Auvergne ou en Bretagne.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Dtsposrrrp BxpÉmtvrcNr.qI,
Cinq Iots de 6 vaches de race Holstein en pleine lactation
appartenant  à deux domaines expér imentaux de I ' INRA
(Marcenat, Auvergne, alt itude 1200 m et Rennes, Bretagne,
plaine) ont été uti l isées pendant des périodes de 4 semaines.
3 lots ont reçu, à Marcenat, un régime hivernal à base d'en-
silage d'herbe (Meh) ou de foin (Mfoin), ou ont été ali-
mentés au paturage l 'été lMHe). Les vaches des 2 autres
lots (Rennes) ont reçu une ration hivernale à base d'ensila-
ge de mais (Rempe) ou ont été alimentées l 'été au paturage
(RHe). Les différents régimes couvraient de manière sem-
blable Ies besoins énergétiques et azotés des animaux.

2.2. PnÉlÈvnMENrs ET ANALysEs
Des prélèvements de lait individuels ont été réalisés chaque
semaine expérimentale. L'analyse en RMN du ' 'C a été réa-
lisée sur les triglycérides du lait, extraits de la crème (métho-
de de Folch), préalablement obtenue par centrifugation.
Les spectres RMN ''C ont été enregistrés sur un spectromètre
Bruker Avance 400. Les acquisit ions ont été réalisées avec
une sonde de 5 mm thermostatée à25'C. Un spectre 'tC cor-
respond à 18000 accumulat ions.  L 'analyse enRMN permet
d'obtenir des spectres 'rC de triglycérides (figure 1). Chaque
pic correspond à un carbone des acides gras.
L'analyse en SMRI a été réalisée sur le lactosérum obtenu
par action de la présure sur le lait.
Le mélange à analyser est introduit sous forme de gaz dans
f a colonne du système chromatographique. Les molécules
gazeuses arrivent ensuite dans la chambre d'ionisation du
spectromètre de masse (Opt ima Micromass) .  Les propor-
t ions des d i f férents isotooes dans une molécule sont  ouan-
t i f iés par  le  rapport  isotopique R:

^ _ nombre d ' isotopes lourds
nombre d ' isotopes légers

Pour f a détermination des rapports ' 'O/'"O, le gaz de référence
est  le  d ioxyde de carbone,  CO' .  Pour la  préc is ion et  I ' in ter-

o cH=

l l  j  lGlycérol
î ii -f-flt_

CH

prétation des résultats, on considère une valeur relative de
ces abondances,l 'enrichissement isotopique ô, en les com-
parant àun gaz de référence :

^ Ru." - R,".
ô - Ë x 1 0 0 0 ( p p m )

où R6"6 est le rapport isotopique de l 'échantil lon étudié
et R.6gest le rapport isotopique du gaz de réference
Le paramètre ô représente donc I 'enrichissement ou I 'ap-
pauvrissement en isotope lourd d'un échantillon par rapport
à la référence uti l isée.

Figure I
Spectre "C d'un mélange de triglycérides

extraits de la crème de lait
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2.3. Analvsr DE Dor\NÉEs
Les données ont été traitées par analyse factorielle discri-
minante (AFD) à I 'a ide du logic ie l  STATISTICA V.5.5
(Statsoft, France).

3. RESULTATS

3.1. Erunr, EN RMN trc

Les signaux à 24.8,25.8, 27 .3, 128 et 129 ppm des spectres
rrC permettent de calculer les pourcentages des acides gras
poly- (AGPI), mono-insaturés (AGMI) er sarurés (AGS).

Figure 2
Représentation des variabilités intra-groupe des AGMI,

AGPI et AGS pour le facteur site x alimentation
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choisi dans la suite de cette étude de n'uti l iser que les résul-
tats  de I '  l80.

La figure 4 présente la variabilité du paramètre l80 pour cha-
cun dles groùpes. Ceux-ci se distinguent très nettement les uns
des autrés. Sèul le lait provenant de Rennes avec un ensila-
ge mais se confond avec le groupe de Marcenat avec une ali-
mentation herbe.

Figure 4
Représentation des variabilités intra-groupe des enrichissements

isotopiques en t8O pour le facteur site x alimentation
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La f igure 2 représente les var iabi l i tés in t ra-groupe des
variables AGMI, AGS et AGPI pour le facteur considéré
(s i te  x  a l imentat ion) .  Les graphiques qui  concernent  les
AGMI et AGS montrent une grande variabil ités intra-grou-
pe, alors que Ie graphique relatif aux AGPI présente.une
variabil ité beaucoup plus faible. En effet, les deux sites,
Rennes et Marcenat, se distinguent avec une proportion en
AGPI plus importante sur le site de montagne. Cependant,
ce type d'acide gras (AG) est fortement dépendant du type
d'alimentation.

corrélation liItfL:t"l". les valeurs
des enrichissements isotopiques en IEO et 2H.

ôtto
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l\Iarcenat eh : \larceiat foin 'Illrcenat He : Rennc empe : Renres He

3.2. Eruor EN slvtRr lEo Er 2H
Les mesures ont  été ef fectuées enlsO et  2H.  La f igure 3
orésente les résultats en I80 en fonction des résultatien 2H

i l  ex is te une bonne corré lat ion entre les résul tats  en l80 et
2H (R2 :0.80)  et  la  pente obtenue est  en accord avec cel le
de  l a  l i t t é ra tu re ,  ob tenue  chez  I ' homme.  Cependan t  l es
mesures en deutérium manquent de précision et Ieurs valeurs
sont  in t r insèquement moins d iscr iminantes.  Nous avons

SMRI
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3.3. ANalvsn FACToRIDLLE DISCRTMINANTE (.q'rn)
Pour chaque s i te  étudié,  I 'AFD c lass i f ie  correctement  tous
les la i ts  en fonct ion du type d 'a l i rnentat ion ( tableau l )  avec
une seule var iable qui  est  I 'enr ich issement  isotopique en
''O, y compris lorsque I'alimentation est de même type :
pâturage (tableau 2).

68

Tableau I
Matrices de classification (alimentation).

Groupe Vc
Marcenat

He
Marcenat eh

Marcenat
Foin

Marcenat He 100 6

Marcenat eh 100 6

Marcenat Foin 100 6

q^ Rennes He Rennes empe

Rennes He 100 6

Rennes empe 100 6

Tableau 2
Matrice de classification (site) alimentation herbe;

Vc Rennes Marcenat

Rennes 100 6

Marcenat 100 6
.  ' l

ô'H I-l
-,f,, I

i
-60 -

La fisure 5 présente I 'AFD réalisée à partir des variables
AGPI AGMÏ et  l8O/160.  On remarque sur  cet te f igure que
les deux sites, Rennes et Marcenat, sont distincts, même si
les lots Rempe et MHe sont très proches (un lait de Marcenat
est classé avec ceux de Rennes). Au sein de chaque site, on
observe également que les alimentations sont différenciées.
En effet, sur le site de Rennes, le lait des vaches nourries à
I'herbe (RHe) est séparé du lait des vaches qui ont ingéré de
I 'ensi lage (Rempe).  La même observat ion peut  êt re fa i te
pour les vaches du site de Marcenat (Mfoin, Meh et MHe).

4. DISCUSSION
La détermination des propoftio-ns en AG et la mesure des enri-
ch issements isotopiques en IEO montrent  que le type d 'a l i -
mentation influe de façon significative sur la composition du
lait. Si i l  a été montré à de nombreuses reprises qu'un régi-

RMN
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me alimentaire influe sur la composition en graisses du lait
(Chil l iard et al. 2001), i l  est plus étonnant d'observer une
modification de I 'enrichissement isotopique en l80 et en
2H. L'abondance naturelle est la même dansle plasma. la sali-
ve, I 'urine et dans la sueur (Vaché et at. 199il. Cette abon-
dance naturelle enl80 et 2H varie sous I ' influence de fac-
teurs géographique et nutrit ionnel (Ritz et al. 1996).L'eau
de boisson varie avec son origine géographique (Dansgaard
1964) et avec I 'alt itude des sources (Dahé et a/. 1994). Pour
le 2H I'eau représente 88% des entrées alors que les I 2olo res-
tant  v iennent  de la  mat ière sèche des a l iments.  Pour l '180,
7ÙYo des entrées viennent de I 'eau ,6Yo de la matière sèche
des aliments, le reste vient de I 'oxygène respiré. La variation
de la teneur en eau selon le type d'alimentation (herbe. ensi-
lage et foin) doit donc influèr sur I 'enrichissement isoto-
p ique du la i t .

AFD des laits érudiés *iltfïiasc*rr sire x alimentation
avec les variables AGPI, AGMI et 180/160.

l3C, alors que les enrichissements isotopiqus5 çn 189 91 2I-J
sont plus discriminants du site.

5. CONCLUSION
Ces premiers résultats étayent I 'hypothèse d'une différen-
ciation du lait en fonction de la zone géographique d'éleva-
ge. Aussi, nous nous engageons dans une étude à plus gran-
de échelle en analysant des laits sur une large gamme de
situations françaises. Cela doit déboucher sur la constitution
d'une base de données.
Pour optimiser ces résultats, des mesures avec d'autres tech-
niques comme la technique de "l 'espace de tête" - spec-
trométrie de masse et la RMN du 2H seront réalisées. Ces
méthodes d'analyse pourraient être encore plus discrimi-
nantes.
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Par a i l leurs,  la  c lass i f icat ion de I 'ensemble des indiv idus
selon le facteur site x alimentation atteint 95 %o avec les
var iables AGPI,  AGMI et  l80/160.  L 'a l imentat ion in f lue
nettement sur la composition en AG déterminée par RMN du
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