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Résumeé

Les valeurs portées par les produits issus d’animaux alimentés a 1’herbe et leurs qualités sensorielle et
nutritionnelle conduisent a s’intéresser aux moyens d’authentifier leur origine herbagére pour la garantir. Cet
article synthétise les connaissances scientifiques sur 1’authentification de 1’origine herbagére de la viande et des
produits laitiers des bovins et des ovins. Il expose les résultats obtenus avec les différentes méthodes développées
jusqu’a présent, d’abord dans des situations alimentaires contrastées, puis en conditions plus complexes,
notamment lors d’alternances de régimes alimentaires ou lorsque 1’herbe ne représente qu’une partie de la ration
de I’animal. Il souligne le potentiel de ces méthodes, les difficultés auxquelles elles se heurtent, liées notamment
a la variabilité des conditions d’alimentation et a la variabilité de la réponse animale, leurs limites et 1’intérét de
les combiner. Les travaux ont jusqu’a présent pour beaucoup été de type ‘preuve de concept’ et cet article souligne
la nécessité de gagner en généricité et robustesse en développant des bases de données plus importantes.

Introduction

L’authentification de 'origine herbagére de la viande et des produits laitiers intéresse les acteurs de
la chaine alimentaire pour plusieurs raisons. L’alimentation a I'’herbe des animaux porte des valeurs
particulieres pour les consommateurs (naturalité, respect des animaux et de I'environnement, entretien
du paysage, valorisation de surfaces en prairies parfois non cultivables mais favorables a la
biodiversité, etc.). Par ailleurs, de nombreuses études scientifiques montrent des effets bénéfiques de
I'alimentation a I'herbe des animaux sur la qualité de leurs produits (teneur plus élevée en composés
d’intérét nutritionnel - acides gras, vitamines, antioxydants -). Enfin, les éleveurs qui s’engagent sur des
conditions spécifiques de production (a travers des cahiers des charges, par ex.) cherchent a se
protéger des contrevenants qui pourraient profiter de la plus-value des produits sans subir les
contraintes correspondantes. En regard de la plus-value potentielle et du surcolt des produits, les
éleveurs et les consommateurs s’inquiétent donc des risques potentiels de fraude (PRIMROSE et al.,
2010), d’ou le développement de méthodes analytiques qui, au-dela des contrbles par visites
(autocontréles ou contrdles par organismes indépendants), peuvent permettre de garantir qu’un produit
est conforme aux engagements pris dans un cahier des charges. L’objectif de cet article est de faire le
point sur les connaissances scientifiques et les méthodologies actuelles concernant I'authentification
de l'origine herbagére de la viande et des produits laitiers chez les bovins et les ovins.
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1. Discrimination de régimes alimentaires contrastés

L’alimentation des animaux est un facteur de variation majeur de la composition du lait et de la
viande. Ses effets sont liés a des composés spécifiques qui sont soit transférés directement de la ration
au produit, soit transformés ou produits par les microbes du rumen ou par le métabolisme animal sous
l'effet du régime alimentaire. Ces composés peuvent donc étre utilisés comme marqueurs de
I'alimentation de I'animal. Par ailleurs, comme les différences de composition du lait ou de la viande
induisent des différences dans leurs propriétés optiques, celles-ci peuvent aussi étre utilisées pour
authentifier I'alimentation a partir du produit. Deux grandes approches ont ainsi été développées pour
authentifier l'origine herbagére des produits : la quantification de composés spécifiques et des
méthodes plus globales, comme I'analyse des propriétés optiques des produits.

1.1. Traceurs moléculaires et isotopes stables

- Acides gras

Sur la viande ovine, AUROUSSEAU et al. (2004) ont montré que la mesure du profil en acides gras
(AG) permettait de discriminer sans erreur les agneaux engraissés a I'herbe des agneaux engraissés
en bergerie avec une ration a base de concentré. Sur la viande bovine également, ALFAIA et al. (2009)
ont pu discriminer sans erreur 4 modalités d’alimentation (paturage vs ration a base d’orge a I'étable
vs paturage puis finition a I'étable pendant 2 ou 4 mois avec une ration a base d’orge). De méme, une
étude irlandaise a montré que la composition en AG pouvait permettre de discriminer avec une fiabilité
de 92,9% la viande de bovins alimentés selon 4 modalités : paturage pendant 1 an vs ration concentrée
a base d’'orge pendant 1 an vs herbe ensilée pendant 6 mois puis paturée pendant 6 mois vs herbe
ensilée pendant 6 mois puis paturée pendant 6 mois avec une complémentation avec un concentré a
base d’orge a raison de 50% de la ration (MONAHAN et al., 2018). Les échantillons mal classés
provenaient d’animaux exclusivement au paturage, qui étaient considérés comme ayant consommé de
I’herbe ensilée puis paturée. L'erreur de classification n’était donc pas majeure si I'objectif était
d’authentifier I'origine herbagére de la viande, et lorsque les animaux ayant consommé uniquement de
I'herbe (paturée ou ensilée) étaient regroupés, tous les échantillons étaient bien classés.

Plusieurs études ont également montré que I'analyse de la composition en AG du lait permettait
d’authentifier les rations a base d’herbe. En comparant des laits de citernes issus de fermes ou les
troupeaux étaient nourris avec plus de 30% ou moins de 25% d’ensilage de mais, ENGEL et al. (2007)
ont montré que les AG étaient les composés qui présentaient le meilleur pouvoir discriminant
(comparativement aux caroténoides, a la couleur ou aux composés volatils...). L'intérét des AG a été
confirmé dans des études comparant des laits produits par des troupeaux nourris avec de I'ensilage de
mais vs de I'ensilage d’herbe (GASPARDO et al., 2010) ou de I'ensilage d’herbe vs au paturage (MITANI
et al., 2016). Dans les fromages, des résultats similaires ont été obtenus par SEGATO et al. (2017) en
comparant plusieurs types de régimes (foin vs ensilage de mais vs paturage). COPPA et al. (2015a) ont
confirmé que I'analyse de la composition en AG du lait permettait de discriminer les types d’alimentation
d’'un grand nombre de fermes en Europe lorsque les régimes sont contrastés ; en revanche, lorsque
les régimes sont moins contrastés (mémes types de fourrages apportés en proportion variable), le
pouvoir de discrimination des AG se réduit significativement (91% vs 84% d’échantillons bien classés).

Au-dela de l'origine herbagére, MOLONEY et al. (2018) ont utilisé le profil en AG de la viande de
bovins pour authentifier la nature de la prairie paturée : ils ont bien classé 80,7% et 86,1% des
échantillons issus d’animaux qui avaient paturé des prairies de graminées vs de graminées + tréfle
blanc. Sur le lait, plusieurs études ont montré que la nature botanique des prairies (temporaire vs
permanente diversifiée) modifiait de fagon substantielle le profil en AG du lait (CoLLOMB et al., 2002 ;
LEIBER et al., 2005 ; COPPA et al., 2015b). Néanmoins, compte tenu de la variabilité du profil en AG
selon le stade phénologique de I'herbe (COPPA et al., 2011), sa composition botanique (POVOLO et al.,
2013) et la conduite du paturage (COPPA et al., 2015c), il est difficile de calibrer des méthodes de
discrimination entre types de prairies qui soient répétables au cours de 'année et fiables a grande
échelle.

A signaler une possible source de confusion et donc une limite a I'utilisation du profil en AG comme
indicateur d’'une production a base d’herbe : certaines sources d’AG autres que I'herbe, par exemple
les graines de lin, peuvent donner des teneurs en 18 :3 n-3, 18 :2 n-6 et CLA dans les produits similaires
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a celles obtenues a I'herbe (SHINGFIELD et al., 2013 ; BERTHELOT et GRUFFAT 2018). Malgré cela,
HURTAUD et al. (2014) ont montré que de petites différences en AG (isoméres des 18 :1 notamment,
+ 0,25 g/100 g AG) étaient suffisantes pour distinguer le lait issu du paturage du lait issu d’'une ration
d’ensilage de mais supplémentée avec des graines de lin.

- Composés volatils

Les composés volatils du lait et de la viande sont extraits par la technique d’espace de téte puis
analyseés par le couplage de la chromatographie en phase gazeuse et de la spectrométrie de masse
(ENGEL et RATEL, 2018). Parmi les composés volatils de la viande et des produits laitiers, les AG a
chaine ramifiée, les lactones, les aldéhydes, les indoles, la 2,3-octanedione, les terpénes et les
composés soufrés sont les plus influencés par la ration (en particulier alimentation a I'herbe vs au
concentré (VASTA et PRIOLO, 2006) et vs les fourrages conservés (BENDALL, 2001 ; CROISSANT et al.,
2007 ; ABILLEIRA et al., 2011)). Certains de ces composés peuvent étre des constituants volatils de la
ration qui sont directement incorporés dans les tissus (terpénes) ; d’autres, comme le scatol et I'indole,
sont issus du métabolisme animal ; d’autres, enfin, comme certains composés soufrés ou certains
produits d’oxydation des lipides, sont générés lors de la cuisson de la viande ou du chauffage du lait
en cuve pendant les traitements thermiques ou la fabrication fromagére. CoPPA et al. (2011) ont identifié
8 composés qui discriminent le lait issu de vaches au paturage de celui issu de vaches nourries avec
du foin. De méme, BERGAMASCHI et al. (2015) et FAULKNER et al. (2018) ont relevé des différences de
profil en composés volatils du lait de vaches ayant consommé ou pas de I'ensilage. VASTA et al. (2007)
ont également identifié¢ 33 composés volatils significatifs (a partir d’'un total de 114 présents dans la
viande) qui pouvaient contribuer a discriminer la viande d’agneaux au paturage de celle d’agneaux
alimentés au concentré. Dans une comparaison de 4 modalités d’alimentation de bovins (paturage
pendant 1 an vs ration concentrée a base d’orge pendant 1 an vs herbe ensilée pendant 6 mois puis
paturée pendant 6 mois vs herbe ensilée pendant 6 mois puis paturée pendant 6 mois + un concentré
a base d’orge a raison de 50% de la ration), VASTA et al. (2011) ont identifié¢ 4 composés (scatol,
3-undecanone, alcool cuminique et 2 methyl-1-butanol) permettant de discriminer la viande des
animaux nourris uniquement avec de I'herbe de celle issue d’animaux recevant du concentré. Le
Germacrene D, en particulier, un terpenoide, était un bon marqueur de I'alimentation a I'herbe. A partir
de la mesure de la 2,3-octanedione, du scatol et des terpénes dans le tissu adipeux, SERRANO et al.
(2011) ont discriminé sans erreur la viande de veaux allaités et complémentés soit avec du foin, soit
avec de I'herbe fraiche coupée, soit avec de I'herbe fraiche paturée. Au-dela de I'alimentation a I'herbe,
les terpénes ont également été proposés comme marqueurs du paturage de prairies permanentes
riches en dicotylédones (AGABRIEL et al., 2007 ; ABILLEIRA et al., 2011).

Il faut toutefois signaler que I'enrichissement en composés volatils dans les lipides des ruminants
n‘est pas uniforme entre les différentes fractions lipidiques, et qu’ainsi la sélection d’'une fraction
lipidique particuliere peut étre importante dans la qualité de la discrimination (SERRANO et al., 2007).
Par ailleurs, le profil terpénique des aliments peut varier largement sous I'effet de différents facteurs.
Pour les prairies notamment, ce profil est trés dépendant de la composition botanique (FEDELE et al.,
2005 ; DE NONI et BATTELLI, 2008 ; VALDIEVIELSO et al., 2017), du stade de I'herbe (TORNAMBE et al.,
2006) et des choix alimentaires des animaux, qui dépendent de la conduite du paturage (paturage
tournant vs continu, paturage plus ou moins intensif, etc. ; FEDELE et al., 2005 ; COPPA et al., 2011). Le
profil terpénique des produits présente alors une spécificité difficilement compatible avec la généricité
recherchée dans les modeéles d’authentification de I'alimentation des animaux. Ceci constitue une
difficulté importante pour établir des relations robustes, généralisables et stables entre la ration
consommeée par I'animal et le profil en composés volatils dans ses produits. On peut cependant relever
que certains terpénes (paracyméne, B-caryophylléne et trans-cadina-1(6), 4-diéne) ou d’autres
composeés volatils (toluéne et plusieurs composés soufrés) ont été identifiés de maniéere récurrente
comme des marqueurs de l'alimentation au paturage (VASTA et PRIOLO 2006 ; ENGEL et al., 2007 ;
CopPpPA et al., 2011). Enfin, comme ces analyses sont longues et colteuses, elles ont été généralement
réalisées sur un faible nombre d’échantillons et il reste a préciser la fiabilité de la discrimination sur des
effectifs plus importants. Observer un effet significatif du régime sur les teneurs en certains composés
n’est en effet pas suffisant dans un objectif d’authentification. Il est indispensable de déterminer la
proportion d’échantillons correctement attribués a chaque régime. Le scatol et I'indole, par exemple,
ont souvent été proposés pour authentifier la viande d’agneau ou le lait produits a I'nerbe (VASTA et
PRIOLO, 2006 ; CoPPA et al., 2011) mais pas dans les fromages. Si certaines études observent
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effectivement que ces composés sont trés discriminants (RIVAROLI et al., 2019 ; COPPA et al., 2011),
d’autres études sur la viande montrent que ces composés peuvent également étre détectés chez des
agneaux de bergerie (DEVINCENZI et al., 2019), voire que leur teneur n’est pas différente entre agneaux
d’herbe et de bergerie (PRIOLO et al., 2004). De plus, il faut veiller aux biais possibles liés a la production
par la flore microbienne de composées volatils pendant I'affinage des fromages. Par ailleurs, des
extraits végétaux ou les huiles essentielles riches en certains composés volatils (comme les terpénes
notamment) sont fréquemment utilisés dans I'alimentation des ruminants (SERRANO et al., 2007) ou en
application cutanée sur la mamelle, ce qui peut limiter l'intérét de ces composés comme traceurs de
'alimentation. Enfin, ces composés ont deux autres grandes limites : i) les techniques d’extraction
présentent encore des limites importantes, en termes de capacité de piégeage des composés volatils
et de répétabilité analytique, ii) les marqueurs potentiels ayant été identifiés sur un faible nombre
d’échantillons, des questions se posent donc sur leur généricité et leur robustesse dans d’autres
contextes et en conditions « réelles » (ENGEL et RATEL, 2018).

- Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires de plantes qui peuvent étre transférés
au lait ou a la viande, tels quels ou aprés avoir été partiellement transformés par les bactéries du rumen
ou par le métabolisme de I'animal. Ces composés sont spécifiques a chaque espéce végétale (FRAISSE
et al., 2007) et les prairies naturelles montrent des profils différents selon leur composition botanique
(REYNAUD et al., 2010). BESLE et al. (2010) ont montré que le profil en composés phénoliques (UV
absorbants) du lait permettait de nettement discriminer les régimes a base de foin, d’ensilage d’herbe,
d’ensilage de mais et d’herbe paturée. KUHNEN et al. (2014) ont obtenu des résultats similaires en
comparant du lait issu de fermes commerciales au Brésil. Des composés du groupe des quinoline,
carboline et glycinamide ont été proposés comme marqueurs du paturage et de I'ensilage (quelle que
soit la nature de celui-ci) (ROUGE et al., 2013), I'acide hippurique ayant été proposé par CAPRIO et al.
(2013) comme marqueur du paturage. Ces composés restent cependant trés peu connus dans les
produits animaux et ils sont trés variables selon la composition botanique de I'herbe, son stade
phénologique et les modalités de sa conservation, ainsi que la conduite du paturage (FRAISSE et al.,
2007 ; REYNAUD et al., 2010). Les mémes limites que celles concernant les composés volatils sont donc
a signaler.

— Caroténoides

Les caroténoides forment le principal groupe de pigments naturels ; la lutéine est le seul stocké dans
le tissu adipeux des ovins, les bovins accumulant également (et surtout) le 3-caroténe (PRACHE et al.,
2003a ; ROHRLE et al., 2011a). Les ruminants ne stockent pas la zéaxanthine, le caroténoide majoritaire
du mais. La concentration de ces pigments dans les tissus et produits est liée a la quantité de
caroténoides ingérée par I'animal (CALDERON et al., 2007 ; DIAN et al., 2007a). L’herbe verte est trés
riche en ces pigments ; leur teneur dans le fourrage diminue avec le séchage et la durée de
conservation en liaison avec le degré dexposition a la lumiére, car ces pigments sont
photodégradables. Les teneurs observées dans I'ensilage pré-fané sont d’environ 60% (a 28% de MS)
a 30% (a 35% de MS) de celles observées initialement dans I'herbe verte ; elles sont d’environ 30 %
pour I'enrubannage et 20% pour le foin (NOZIERE et al., 2006). La plupart des aliments concentrés sont
trés pauvres en lutéine et R-caroténe. C’est pourquoi ces pigments ont été proposés pour discriminer
une alimentation a I'nerbe d’une alimentation a base de concentré ou d’ensilage de mais (PRACHE et
THERIEZ, 1999, pour la viande ovine ; ROHRLE et al., 2011a, pour la viande bovine ; NOZIERE et al.,
2006 ; ENGEL et al., 2007 ; STERGIADIS et al., 2012 sur le lait de vache). Dans ces études, les
caroténoides sont dosés directement par HPLC ou indirectement a partir du spectre de réflectance du
tissu adipeux, du lait ou du fromage. PRACHE et THERIEZ (1999) ont montré que les caroténoides,
mesurés sur le plasma ou via le spectre de réflectance du tissu adipeux, permettaient de discriminer la
viande d’agneaux d’herbe de celle d’agneaux de bergerie. lls ont proposé de calculer un index
spectrocolorimétrique (IS) a partir du spectre de réflectance dans la zone d’absorption de la lumiére
par les caroténoides, index qui permet de quantifier I'intensité de la « signature » de ces pigments et
donc d’estimer leur concentration (PRACHE et al., 2003a). Ce procédé simple, portable, rapide et peu
colteux a été étendu a la viande bovine et aux produits laitiers (NOZIERE et al., 2006 ; SERRANO et al.,
2006 ; PRACHE et al., 2007). Ces résultats et ce procédé ont ensuite été confirmés sur des bases de
données plus importantes comportant plusieurs races d’ovins (PRACHE et al., 2018), ainsi que dans
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d’autres pays (Irlande, Espagne et Italie) et sur différents produits laitiers et carnés. En Irlande, par
exemple, la méme analyse du spectre de réflectance a permis de discriminer la viande de bovins nourris
pendant 12 mois a I'herbe ou avec un concentré a base d’'orge (ROHRLE et al., 2011a).

Il faut préciser que I'enrichissement en caroténoides différant entre dépots adipeux, la fiabilité de la
discrimination dépend du site de la mesure (DIAN et al., 2007a). De plus, a méme niveau d’ingestion
de caroténoides, il peut y avoir des différences entre races dans l'intensité de la signature de ces
pigments dans le tissu adipeux (MACARI et al., 2017). Malgré ces différences, une étude récente sur
plus de 1 000 agneaux de 3 races montre que I'on perd peu de fiabilité de discrimination entre agneaux
d’herbe et de bergerie si I'on regroupe les données des 3 races par rapport a un traitement par race
(PRACHE et al., 2018). Concernant le lait, la teneur en caroténoides du lait de vaches au péaturage est
assez variable au cours de la saison (CALDERON et al., 2006 ; STERGIADIS et al., 2015). Elle diminue
nettement avec le stade de maturité de I'herbe, pouvant méme atteindre des niveaux proches de ceux
obtenus avec des vaches nourries au foin, surtout si ce dernier est séché en grange (NOZIERE et al.,
2006). Elle dépend aussi de la conduite du paturage et de la nature botanique des prairies (CALDERON
et al., 2006 ; MARINO et al., 2014). Cette importante variabilité génére ainsi un bruit de fond qui limite
I'utilisation des seuls caroténoides pour I'authentification a grande échelle de l'origine herbagére du
lait. Un autre point de vigilance doit étre signalé : il est possible d’ajouter des caroténoides dans la
ration des animaux a l'auge (en utilisant par ex. du concentré de luzerne, MACARI et al., 2017). Ces
limites et sources de biais concernent la plupart des composés marqueurs de I'alimentation a I'herbe.

— Stéréoisomeres de la vitamine E

L’analyse des stéréoisoméres de la vitamine E dans les produits animaux peut renseigner sur les
sources de vitamine E alimentaire — naturelle ou synthétique -. ROHRLE et al. (2011b) ont ainsi montré
que le stéréoisomére RRR dominait dans la viande de bovins alimentés a I'herbe (vitamine E naturelle),
alors que les 8 stéréoisomeéres étaient présents dans la viande d’animaux alimentés avec des
concentrés et recevant un complément de vitamine E synthétique. De méme, le lait produit a I'herbe
contient plus de stéréoisomére RRR que le lait produit avec des fourrages conservés (BUTLER et al.,
2011).

- Composition isotopique

Les rapports d’isotopes stables des principaux atomes constitutifs des molécules des tissus et des
produits animaux dépendent de la composition isotopique de la ration ingérée (aliments et eau). La
proportion d’isotopes stables dans un aliment donné (exprimée sous la forme d’'un rapport entre
'abondance de deux isotopes mesurés par spectrométrie de masse a rapport isotopique (SMRI)) est
modulée par les conditions de production (nature et proportion des aliments constitutifs de la ration,
apport de fertilisants et leur nature) et environnementales (notamment latitude, altitude et proximité de
la mer). Ces informations peuvent ainsi étre utiles pour authentifier I'alimentation des animaux. Par
convention, la valeur du rapport d’isotopes stables d’'un élément pour un échantillon donné est
rapportée a la valeur standard mesurée sur un produit de référence et exprimée sous la forme d’'un
indice d.

Les plantes en C4 (dont en particulier le mais) et en C3 (plantes prairiales de pays tempérés,
céréales, soja, betteraves...) ont des voies métaboliques différentes lors de la photosynthése, ce qui
induit des différences dans leurs rapports d’isotopes stables du carbone. La plage de variation de 8'°C
est ainsi de -14%o a - 10%o pour les plantes en C4 vs de -35%o a - 21%o pour les plantes en C3 (SCHMIDT
et al., 2005). La mesure de &'*C permet ainsi de clairement distinguer la viande d’animaux alimentés
avec du mais de celle d’'animaux au paturage (PIASENTIER et al., 2003 pour les ovins ; GEBBING et al.,
2004 pour les bovins) ou alimentés avec de I'ensilage d’herbe (BAHAR et al., 2005). Cette mesure
permet également de distinguer le lait de vaches nourries avec du mais ou de I'herbe (KORNEXL et al.,
1997 ; CAPUANO et al., 2013 ; AUERSWALD et al., 2015). Un point de vigilance doit cependant étre
signalé : certaines graminées prairiales tropicales étant des plantes en C4, un engraissement sur ce
type de prairies peut étre confondu avec un engraissement avec une ration a base de mais (GEBBING
et al., 2004 ; SCHMIDT et al., 2005).

La mesure de 8'0 a également été proposée pour tracer I'alimentation au paturage dans le lait de
vache (RENOU et al., 2004) et le fromage de brebis (VALENTI et al., 2017). D’aprés ENGEL et al. (2007),
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qui ont observé une forte augmentation du 8'®0 de I'eau du lait lors de la mise a I'herbe des vaches,
ceci est lié a l'origine de I'eau ingérée car, comparativement a I'eau du sol, les plantes concentrent le
80 en raison de I'évapotranspiration (KORNEXL et al., 1997).

Quant a la valeur de 3'°N dans les composés azotés des plantes, elle est beaucoup plus faible dans
les Iégumineuses que dans les graminées (DEVINCENZzI et al., 2014) du fait de la fixation de I'azote
atmosphérique. Ainsi, DEVINCENZI et al. (2014) ont parfaitement discriminé la viande d’agneaux d’herbe
qui avaient consommé 62% de luzerne vs uniquement des graminées. Sur la viande bovine, la
combinaison du profil en AG et de 8'°N a permis de bien classer 95,7% et 86,5% des échantillons issus
d’'animaux qui avaient paturé des prairies de graminées vs de graminées + tréfle blanc (MOLONEY et
al., 2018). La valeur de 5"N du lait a également été utilisée pour discriminer une alimentation a I'nerbe
vs une alimentation a base de mais et de céréales (KORNEXL et al., 1997).

Comme les systémes d’élevage biologiques utilisent peu les plantes en C4 pour 'alimentation des
animaux et qu'’ils recherchent des légumineuses dans leurs prairies, certains travaux ont utilisé les
isotopes du C et du N pour discriminer la viande bovine issue de systémes d’élevage biologiques. Des
études menées en Allemagne et en Irlande ont montré que les valeurs de &'3C étaient plus faibles et
moins variables dans la viande biologique (BONER et FORSTEL, 2004 ; SCHMIDT et al., 2005 ; BAHAR et
al., 2008). Pour les isotopes du N, les résultats sont variables, avec des valeurs de 3N parfois plus
faibles (SCHMIDT et al., 2005 ; BAHAR et al., 2008) mais parfois similaires (BONER et FORSTEL, 2004)
dans la viande biologique.

Plusieurs points de vigilance sont a signaler pour les isotopes du N : i) I'efficacité de la fixation de
'azote de l'air par les légumineuses peut varier largement avec I'adge de la plante, ii) les prairies
« conventionnelles » peuvent, elles aussi, étre riches en légumineuses, iii) 'apport d’azote organique
augmente les valeurs de N dans les plantes relativement a un apport d’azote minéral (BONER et
FORSTEL, 2004). Si les systémes biologiques recherchent des Iégumineuses dans les prairies, ils
apportent aussi de la fumure organique et ces 2 volets ont des effets antagonistes sur la valeur de 3'°N
dans les prairies et en conséquence dans les produits des animaux qui les paturent. Par ailleurs, pour
un régime donné, on constate une certaine variabilité de la réponse animale (DEVINCENZI et al., 2014 ;
MACARI et al., 2017), a cause de la variabilité interindividuelle de I'efficience d’utilisation de I'azote par
Ianimal (CANTALAPIEDRA-HIJAR et al., 2016). Plus I'animal est efficient, moins I'écart en 3'°N entre ses
tissus et son régime (3,5%0 en moyenne) est élevé, en lien avec la « préférence » des enzymes du
catabolisme pour le ™N. Cette variabilité interindividuelle conduit a un certain « bruit de fond »
indépendant du régime, qui nuit a la puissance de discrimination. Enfin, comme les rations distribuées
a l'auge peuvent également contenir des Iégumineuses (soja, luzerne, etc.), il convient de combiner
plusieurs tissus et méthodes (BAHAR et al., 2005 ; PRACHE et al., 2009). Par exemple, c'est la
combinaison de la valeur de 3'"°N dans le muscle, de la teneur d’un sesquiterpéne dans le gras périrénal
et de la teneur plasmatique en caroténoides qui a permis de discriminer complétement la viande
d’agneaux au paturage de celle d’'agneaux nourris avec de la luzerne déshydratée et de la paille en
batiments (PRACHE et al., 2009).

- Biomarqueurs protéiques

Récemment, trois pratiques de finition de vaches de réforme (paturage vs enrubannage vs foin
pendant 3 mois) ont été discriminées par des biomarqueurs de nature protéique (GAGAOUA et al.,
2017) : proportions des isoformes de chaines lourdes de myosines (a la fois oxydatives (MyHC-IIA) et
glycolytiques (MyHC-IIX)), protéine de stress ap-crystalline et protéine anti-oxydante superoxide
dismutase, dont les abondances sont plus élevées pour la finition au paturage en lien avec un exercice
musculaire plus important.

1.2. Méthodes globales

Les méthodes précédentes présentent l'inconvénient d’étre sensibles a des biais (sources
alimentaires permettant de « mimer » I'herbe). Les méthodes globales y sont moins sensibles, car elles
constituent une signature globale du produit intégrant une large part de sa composition. En revanche,
I'origine des différences de signature est plus difficile a expliquer. Les deux approches sont en fait
souvent complémentaires.
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— Méthodes basées sur les propriétés optiques des produits

Les différences dans la composition chimique des produits liées a des différences dans I'alimentation
de I'animal provoquent des modifications de leurs propriétés optiques qui peuvent étre utilisées en
retour pour authentifier l'alimentation. La spectrométrie dans le visible (VIS), le proche (SPIR) et le
moyen infra-rouge (MIR) se sont ainsi révélées prometteuses pour authentifier I'origine herbageére des
produits. Le spectre du produit est analysé par des méthodes chimiométriques pour discriminer des
régimes alimentaires et identifier les zones spectrales d’intérét pour la discrimination. Ces méthodes
sont rapides ; elles ne nécessitent pas de produits chimiques et ne produisent pas de déchets.

La spectrométrie VIS a été utilisée avec succes sur la viande ovine (PRACHE et THERIEZ, 1999 ; DIAN
et al., 2007b), le lait (NOZIERE et al., 2006) et le fromage (ANDUEZA et al., 2013). Sur le fromage et la
viande ovine, son intérét a été confirmé sur des bases de données importantes (ANDUEZA et al., 2013 ;
PRACHE et al., 2018). Les résultats montrent la contribution majeure de la zone d’absorption de la
lumiére par les caroténoides dans la discrimination entre agneaux d’herbe et agneaux de bergerie et
pointent la possible implication d’autres composés (DIAN et al., 2007b ; PRACHE et al., 2018). La SPIR
permet d’améliorer la qualité de la discrimination en élargissant la gamme explorée du spectre de
réflectance (400-2 500 nm). Ainsi, en utilisant la SPIR sur le gras périrénal, DIAN et al. (2008) ont bien
classé 97,5% des agneaux d’herbe et 97,8% des agneaux de bergerie (vs 90,8% et 98,6% pour la VIS).
La seule étude sur le tissu musculaire est celle de CozzOLINO et al. (2002) qui ont bien classé 82% et
79% d’échantillons de viande de bovins finis au paturage vs avec de I'ensilage de mais en utilisant la
SPIR. Sur le lait, COPPA et al. (2012a) ont bien classé 96,4 %, 92,2% et 93,3% des échantillons
lorsqu’ils ont comparé des laits produits i) au paturage vs a I'ensilage de mais, ii) au paturage vs avec
du foin, iii) au paturage vs avec de I'ensilage d’herbe. En revanche, la SPIR a été nettement moins
performante pour discriminer des laits issus de régimes a base de fourrages conservés (ensilage de
mais vs herbe conservée). Sur le fromage, la SPIR a permis de correctement classer 96% des
échantillons issus du paturage vs de fourrages conservés (foin ou ensilage d’herbe).

Sur le lait, un intérét particulier est porté a la MIR, car cette technologie est largement utilisée pour
sa rapidité (1 échantillon toutes les 7 secondes). VALENTI et al. (2013) ont utilisé la MIR avec succes
pour discriminer le lait de vaches au paturage du lait de vaches nourries avec du foin et de I'ensilage
d’herbe (proportion d’échantillons bien classés > 95%), mais ils n’ont pas pu distinguer du lait issu de
régimes a base de foin ou d’ensilage de mais.

Ces méthodes spectrales, bien que nécessitant des approches mathématiques sophistiquées, sont
assez simples a mettre en ceuvre sur le terrain et ont certainement un potentiel d’application trés
important. A signaler que des appareils SPIR portables commencent a étre utilisés (PRIETO et al., 2015).

- Génomique fonctionnelle

La génomique fonctionnelle est I'une des approches les plus récentes. Son principe est que la
régulation de I'expression des géenes étant sous le controle de différents facteurs, dont les nutriments,
le profil d’expression des génes pourrait donc donner des informations pertinentes sur les conditions
d’alimentation de l'animal. Des techniques d’analyse de génomique fonctionnelle permettent de
comparer les profils d’expression des génes (transcriptomique) (HOCQUETTE et al., 2009) ou de
protéines (protéomique) (SHIBATA et al., 2009) dans des échantillons tissulaires d’animaux. Chez des
beeufs de 30 mois conduits a 'auge (ensilage de mais) ou au paturage, CASSAR-MALEK et al. (2009)
ont détecté une sous-expression du géne de la sélénoprotéine W associée a la conduite au paturage,
des analyses complémentaires suggérant qu’elle serait davantage liée a la teneur ou a la
biodisponibilité du sélénium (inférieure dans I'herbe par rapport a I'ensilage de mais) plutdét qu’a
I'exercice musculaire des animaux au paturage. L’expression de ce géne pourrait ainsi constituer un
marqueur de la conduite au paturage. Dans une étude comparant des bovins nourris au paturage vs
en batiment avec du concentré, SWEENEY et al. (2016) ont identifié 26 génes exprimés différemment ;
certains étaient associés au métabolisme des AG, certains étaient positivement corrélés a la
concentration en AG n-3 et une bonne discrimination des deux systémes de production était obtenue
(95% des animaux au paturage et 100% des animaux en batiment bien reconnus) a partir du niveau
d’expression de 3 génes (ALAD, EIF4EBP1 et NPNT).
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2. Discrimination de régimes moins contrasteés :
lois de réponse et changements de modalités d’alimentation

La premiére étape pour évaluer le potentiel d’'une méthode a discriminer entre différents régimes
alimentaires consiste a comparer des conditions contrastées et stables. Cependant, la réalité est
souvent plus complexe. Les rations des animaux peuvent ainsi varier au cours de la vie productive de
'animal en fonction de changements de disponibilité ou du colt des aliments. De plus, la concentration
d’'un aliment donné en traceurs d’intérét ou sa signature isotopique peuvent varier avec la saison. En
Irlande, par exemple, ou la production de viande de ruminants est généralement a base d’herbe, il
existe des variations saisonnieres des rapports d’isotopes stables dans la viande, en lien avec
l'inclusion dans le régime d’autres composants tels que I'ensilage de mais, en particulier en hiver si les
animaux sont entrés a I'étable (BAHAR et al., 2008 ; SCHMIDT et al., 2005 ; MONAHAN et al., 2018). Par
ailleurs, si I'on sait distinguer la viande d’'un animal qui a été alimenté a I'herbe pendant plusieurs mois
avant abattage, d’'une viande d’un animal nourri avec un régime a base de concentré, on ne sait pas
encore a partir de quand la signature de I'herbe est stabilisée dans la viande. Ceci renvoie a la question
de la latence d’apparition des marqueurs de I'herbe dans la viande. Dans le lait, les effets de
changements de régime sont souvent rapides (dés 24 a 48 h aprés un changement de régime, les
terpénes et les AG du lait sont modifiés (VIALLON et al., 2000 ; FARRUGGIA et al., 2014 ; RENNA et al.,
2012)) ; mais, dans la pratique, les éleveurs ménagent des transitions alimentaires d’'une certaine durée
(CoPPA et al., 2012b).

Les plantes constitutives du régime peuvent aussi présenter une variabilité dans la concentration en
traceurs d’intérét, dans leur signature isotopique, etc. Il peut également y avoir de la variabilité dans le
taux d’'incorporation de certains aliments dans la ration. |l peut enfin y avoir une variabilité importante
dans le niveau d’'ingestion des animaux et dans leurs choix alimentaires, notamment au paturage. Ces
variations peuvent étre liées a la saison (PRACHE et al., 2003b ; OSORIO et al., 2011 ; FARRUGGIA et al.,
2014), au stade phénologique des plantes (TORNAMBE et al., 2006 ; COPPA et al., 2015b), a leur age et
leur développement racinaire (DEVINCENZzI et al., 2014), a la conduite du paturage (TORNAMBE et al.,
2006 ; FARRUGGIA et al., 2014 ; COPPA et al., 2015c), etc. Ceci nécessite donc de connaitre, quand
c’est possible, la loi de réponse a la dose d’apport d’un traceur donné et les phénoménes de latence
d’apparition et de persistance des traceurs potentiels dans les produits lors d’'un changement
d’alimentation.

2.1. Lois de réponse

La proportion de plantes en C4 dans la ration des vaches peut étre prédite en moyenne a partir de
la valeur de &*C dans le lait (AUERSWALD et al., 2015) ; cependant, il faut signaler une forte variabilité
interindividuelle, responsable d’une partie importante de I'erreur d’estimation. Pour la viande bovine,
BAHAR et al. (2005) ont estimé, a partir de bovins alimentés pendant 167 jours avec de I'ensilage
d’herbe, de I'ensilage de mais ou un mélange des deux (50:50), que chaque augmentation de 10% de
mais dans la ration devrait se traduire par une augmentation de 0,9 a 1,0%0 de &'*C dans la viande.
Ces auteurs considérent donc que la loi de réponse est linéaire, mais ils n’ont pas analysé la fiabilité
de la discrimination selon la proportion de mais dans la ration. Méme si la mesure des isotopes du C
est généralement utilisée pour discriminer des régimes contrastés en termes de plantes en C3/C4, elle
a aussi été utilisée pour discriminer la viande d’animaux alimentés avec des rations beaucoup moins
contrastées (pature 50% + orge 50% vs herbe paturée ou ensilée, deux rations composées de plantes
en C3 qui présentaient une différence dans les valeurs de 5'C de seulement 2 a 3%o) (OSORIO et al.,
2011). De méme, RICHTER et al. (2012) ont discriminé la viande d’agneaux ayant paturé des prairies
de plaine vs de montagne, alors que ces prairies présentaient une différence dans les valeurs de 5'°C
de seulement 2,5%o.

La valeur de 8'°N dans la viande d’agneau diminue linéairement avec la proportion de légumineuses
dans la ration (DEVINCENZI et al., 2014). Cependant, I'équation obtenue dans cette étude ne doit pas
étre considérée comme générique car la signature isotopique des plantes peut varier avec les
conditions environnementales. Par ailleurs, méme si la réponse est en moyenne linéaire, la variabilité
interindividuelle de la réponse animale conduit a un certain « bruit » qui nuit a la puissance de
discrimination. MACARI et al. (2017) ont ainsi montré que I'on pouvait discriminer avec une bonne
fiabilité (92,9%) la viande d’agneaux ayant consommé 50% vs 0% de légumineuses (différence de 5'°N
de 3,7%o entre les 2 rations). Il semble illusoire d’obtenir une authentification plus précise de la
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proportion de légumineuses dans la ration, sauf si la différence de signature isotopique entre les
fourrages est plus élevée.

La concentration en caroténoides du plasma augmente linéairement avec le niveau d’'ingestion de
ces pigments chez les ovins et les bovins (avec cependant des différences entre espéces animales).
Chez les bovins, la concentration dans le lait augmente linéairement avec la concentration plasmatique
jusqu’a une concentration plasmatique de 5 pg/ml, puis se stabilise au-dela (CALDERON et al., 2007)).
De méme, la réponse de lintensité de la signature de ces pigments dans le tissu adipeux a la dose
d’apport chez les agneaux est curvilinéaire (linéaire pour des apports faibles a modérés (DIAN et al.,
2007a)), puis stable a partir d’un certain niveau encore a préciser. En effet, chez des agneaux d’herbe
qui étaient soit non complémentés, soit complémentés avec de I'orge (a hauteur de 38% de la ration),
la signature des caroténoides dans le tissu adipeux était de méme intensité (DEVINCENZI et al., 2019)).
Il semble donc illusoire d’utiliser cette méthode pour authentifier précisément la proportion d’herbe dans
la ration des agneaux.

CoPPA et al. (2015a) ont proposé des équations de prédiction de la composition de la ration des
troupeaux a partir du profil en AG du lait du tank. Ces équations permettent de prédire correctement la
proportion d’herbe paturée, de foin, de fourrages totaux et d’herbe totale dans la ration, mais la
précision de la prédiction est parfois insuffisante (par ex., = 15% pour la proportion d’herbe paturée).
Ces erreurs sont surtout liées a l'imprécision de l'information relative a la composition de la ration
(déclaration des éleveurs) et aux facteurs confondants précédemment cités, notamment au paturage.

2.2 Changements de modalités d'alimentation : persistance et latence des
traceurs d'intérét

— Traceurs moléculaires et isotopes stables

Si les temps de réponse de la composition du lait aux changements du régime sont assez rapides,
il y a un certain temps de latence pour que la composition isotopique de la viande reflete celle du
régime, ce qui peut étre problématique lorsque les changements d’alimentation sont réalisés peu avant
abattage. Ce temps de latence est apprécié a partir de la demi-vie des isotopes d’intérét. La demi-vie
d’'un composé dans un tissu est la médiane de la durée de vie de ce composé dans ce tissu, c’est-a-
dire la durée en-deca de laquelle il reste plus de 50% du composé initialement présent et au-dela de
laquelle il en reste moins de 50%.

Avec des bovins passant d’'un régime a base d’orge (C3) a un régime a base de mais grain (C4)
pendant des périodes allant de 2 a 22 semaines avant abattage, les demi-vies du C et du N dans le
muscle longissimus thoracis et lumborum ont été calculées a 151 et 157 jours (BAHAR et al., 2009). Le
temps de latence pour que la signature isotopique de la viande reflete celle d’'un changement
d’alimentation est donc long.

La demi-vie varie avec le taux de renouvellement du tissu animal ; elle peut donc varier avec le tissu
chez un animal donné (BAHAR et al., 2009). Elle varie aussi avec I'espéce animale. Chez I'agneau, la
demi-vie du C est plus courte que chez le bovin (HARRISON et al., 2011). Le taux de renouvellement
des tissus dépend aussi fortement du niveau d’énergie ingérée par I'animal : la demi-vie du C dans le
muscle longissimus thoracis et lumborum a ainsi été estimée a 76 j chez des agneaux recevant un
niveau haut en énergie (GMQ de 150 g/j) et a 92 jours chez ceux qui recevaient un niveau bas en
énergie (GMQ de 50 g/j) (HARRISON et al., 2011). Ainsi, I'évolution de &"C dans le muscle aprés un
changement d’alimentation ne dépendra pas seulement des changements de 8'°C du régime, mais
également du niveau alimentaire de I'animal. Enfin, alors que beaucoup d’études ont clairement montré
I'effet d’'un changement d’alimentation : ration en C3 (par ex. herbe) remplacée par une ration en C4
(par ex. mais) ou inversement, sur la signature isotopique des tissus musculaires, il y a plus de
difficultés a détecter ce changement lorsque les aliments sont isotopiquement plus proches (par ex.
aliments en C3 tels que 'orge vs I'herbe ; MORENO-ROJAS et al., 2008). Il y a donc certaines difficultés
dans l'utilisation de la signature isotopique des tissus pour obtenir des informations sur I'histoire
nutritionnelle de 'animal car, cette signature étant « intégrée » pendant une certaine période avant
abattage, des changements de courte durée peuvent ne pas étre détectés (BAHAR et al., 2009). De
plus, si des animaux au paturage recoivent un complément de céréales pendant une certaine période
avant abattage, ceci peut étre indétectable soit parce que le taux de renouvellement du tissu est
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insuffisant pour induire une réponse dans la viande, soit parce que la signature isotopique de la céréale
est trop proche de celle de la prairie (BAHAR et al., 2009 ; HARRISON et al., 2011).

Les mémes difficultés relatives aux changements de modalités d’alimentation en lien avec le
renouvellement des tissus sont a signaler pour d’autres composés (AG, vitamine E, composés volatils).
Pour les AG dans la viande bovine, NOcCI et al. (2005) ont montré que lorsque les animaux passent d’un
régime ensilage d’herbe + concentré a I'auge, au paturage pendant des périodes de 40, 99 ou 158 jours
avant abattage, il y a une augmentation graduelle linéaire dans la concentration en acide linoléique
conjugué et une diminution graduelle du rapport AG (n-6) / AG (n-3). ALFAIA et al. (2009) ont discriminé
sans erreur 4 modalités d’alimentation de bovins (paturage vs ration a base d’orge a I'étable vs paturage
puis finition a I'étable pendant 2 ou 4 mois avec une ration a base d’orge), les AG du muscle ayant le
pouvoir discriminant le plus élevé étant les AG 17:1¢9, 24:1¢15, 14 :0, 18:1¢13, 18:3 n-3, oleic acid,
18:119, 20:1c11 et isomére t11, t13 du CLA. Pour les composés volatils, PRIOLO et al. (2004) ont
identifié 4 terpenes permettant de reconnaitre des agneaux finis a I'herbe de ceux alimentés
exclusivement en bergerie ou finis en bergerie aprés une période de paturage. lls ont également
identifié la 2,3-octanedione comme marqueur potentiel de la durée d’alimentation en bergerie.

Chez des agneaux passant du paturage a un régime concentré en bergerie, l'intensité de la
signature des caroténoides dans le tissu adipeux diminue avec le gain de poids vif déposé en bergerie
selon un modéle d’exponentielle décroissante (HUANG et al., 2015a). Cette diminution est liée au dépbt
de tissu adipeux « blanc » indemne de caroténoides lors de la finition, qui dilue le tissu adipeux plus
jaune déposé au paturage. L'intensité de la signature des caroténoides chez les agneaux
préalablement a I'herbe atteint une valeur similaire a celle des agneaux de bergerie aprés 15,8 kg de
poids vif déposé en bergerie. Compte tenu de la vitesse de croissance lors de la finition, ceci correspond
a une persistance de 60 j (demi-vie de 18 j). Cependant, il faut signaler une grande variabilité
interindividuelle a la fois dans la capacité a stocker ces pigments (DIAN et al., 2007b ; MACARI et al.,
2017) et dans la vitesse de croissance lors de la finition en bergerie (HUANG et al., 2015a), ce qui induit
du « bruit » lors du processus de discrimination du mode d’alimentation. Quand les agneaux passent
d’une ration pauvre a une ration riche en caroténoides, leur concentration plasmatique en ces pigments
augmente rapidement et atteint un plateau aprés 6 j en moyenne (OLIVEIRA et al., 2012a). Quant a
lintensité de la signature des caroténoides dans leur tissu adipeux périrénal, elle augmente
curvilinéairement et atteint un plateau apres 45 j (OLIVEIRA et al., 2012b). Le nombre d’animaux dans
cette étude était cependant insuffisant pour analyser la fiabilit¢ de discrimination selon la durée
d’alimentation sur le régime riche en caroténoides.

- Méthodes globales

Les premiers résultats obtenus avec la spectrométrie VIS et SPIR en situations d’alimentations plus
complexes sont prometteurs. Ainsi, sur la viande ovine, HUANG et al. (2015b) ont discriminé 3 modalités
de production (herbe, bergerie, finition en bergerie pendant 28 j aprés une phase de paturage) avec
une fiabilité de 95,9% et de 99,0% respectivement pour les mesures VIS et SPIR sur le tissu adipeux
périrénal. Cette étude confirme par ailleurs les zones d’absorption de la lumiére impliquées dans la
discrimination entre régimes alimentaires. La robustesse de ces méthodes spectrales lorsque les
modalités d’alimentation se complexifient est donc a souligner. Elles n’ont cependant pas encore été
testées sur les bovins, lesquels peuvent subir plus d’alternances de régimes.

CoPPA et al. (2012a) ont montré qu’avec la SPIR, l'erreur dans la discrimination du lait issu de
vaches au paturage vs de vaches qui ne paturent pas diminue lorsque I'on exclut du groupe paturage
les laits issus de vaches ayant consommé moins de 70% d’herbe. En dega de ce seuil, la prédiction
des régimes mixtes, trés fréquents dans la pratique, est délicate.

OsORIO et al. (2012) ont utilisé la résonance magnétique nucléaire pour étudier les changements
dans la composition métabolomique de muscle et d’urine de bovins et le potentiel de cette approche
pour discriminer différents systémes de production. Les analyses discriminantes réalisées sur l'urine
ont montré une bonne discrimination entre animaux au paturage et ceux alimentés avec un concentré
a base d’orge et les auteurs ont identifié la créatinine, le glucose, le pyruvate, la phenylalanine et
I'hippurate comme variables discriminantes. La discrimination sur le muscle était également possible,
mais moins fiable qu’avec l'urine, les métabolites importants dans la discrimination des animaux nourris
avec le concentré a base d'orge étant la carnosine (teneur plus élevée) et la methylhistidine, le
malonate, la glutamine (teneurs plus faibles) dans le muscle.
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conclusions

La littérature montre qu’il est possible de discriminer certains types d’alimentation contrastés en
utiisant des méthodes analytiques quantifiant des composés spécifiques ou des méthodes plus
globales, fondées notamment sur les propriétés optiques des produits. La discrimination peut
cependant étre sujette a certaines limites quand les méthodes sont utilisées isolément, et il y a souvent
des synergies entre les différentes méthodes et les différents tissus. Les résultats obtenus en situations
de régimes moins contrastés et d’alternances de régimes, plus difficiles a caractériser, renforcent I'idée
de combiner différents composés traceurs (et différents tissus dans le cas des produits carnés), du fait
des différences de profils de latence et/ou de persistance observés. Les méthodes spectrales, qui
s’appuient sur les propriétés optiques du produit, donc sur sa composition globale, semblent
prometteuses, méme en situation d’alternance de régimes alimentaires. Elles ne renseignent
cependant pas précisément sur les raisons sous-jacentes aux différences, d’ou l'intérét de poursuivre
en paralléle les travaux sur les approches analytiques par composé et les approches globales de type
analyses spectrales. L’authentification des conditions d’alimentation de I'animal a partir de ses produits
se heurte cependant a des difficultés inhérentes a I'activité d’élevage, notamment les variations du
régime alimentaire au cours de la vie productive de I'animal. Les travaux réalisés jusqu’a présent ont
pour beaucoup été de type « preuve de concept » et il est nécessaire de développer des bases de
données plus importantes pour gagner en généricité et robustesse.
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