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Travaux originaux

Analyse de la composition en acides
gras de la graisse de lait

I. Optimisation et validation d'une méthode générale
a haute résolution

Marius Collomb et Tina Biihler, Station fédérale de recherches laitieres, Liebefeld,
Berne

Présenté le 27 mars 2000, accepté le 7 avril 2000

Introduction

La graisse de lait de vache est composée de glycérides constitués d’environ
400 acides gras différents, dont un grand nombre ont des propriétés physiologiques
et nutritionnelles.

Lacide butyrigue, uniquement présent dans la graisse de lait des ruminants, est
un agent de prévention du cancer (1, 2). Il est essentiellement produit par fermenta-
tion bactérienne des fibres et de ’'amidon dans le colon. Cet acide induit ’apoptose
(mort programmée) des cellules cancéreuses spécialement du colon et du foie (1) en
raison de sa haute concentration dans le colon et de son transport rapide dans le foie.

Les acides gras polyinsaturés en général sont des composants importants des
membranes cellulaires, modulant leurs propriétés, en particulier 'activité fonction-
nelle des enzymes membranaires et le systéme de transport ionique (3).

Les acides gras en n-3 (oméga 3) et n-6 (oméga 6) ont pour précurseurs les acides
linoléique et o-linolénique, qui sont essentiels pour ’étre humain (3). Une carence
en oméga 3 provoque des troubles de la vision, du comportement et diminue le taux
de certaines amines biogeénes (noradrénaline, dopamine) ayant des fonctions hormo-
nales. On attribue aux acides gras oméga 3 un effet préventif contre les maladies car-
diovasculaires alors que les oméga 6 en augmentent les risques (3). Le défaut de
conversion de 'acide linoléique en acide arachidonique est associé a I’hypertension
(3,4). Au cours du temps, le rapport des acides gras oméga 3 : oméga 6 a passé de 1 :1
a environ 1 :20 dans I’alimentation moderne (4) et les nutritionnistes conseillent de
revenir au minimum 2 un rapport de 1 :6, voire de 1 :4 (3). Pour la graisse de lait, ce
rapport est normalement d’environ 1 :2.
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Les acides gras linoléiques conjugués (conjugated linoleic acids : CLA) ont des
propriétés antioxydantes, préventives des maladies cardiovasculaires et surtout anti-
cancéreuses (2, 5, 6). Le mécanisme conduisant a la formation des CLA n’est pas
complétement élucidé mais les traitements a chaud (7), I'isomérisation radicalaire de
I’acide linoléique (8) ainsi que les réactions microbiennes enzymatiques dans le ru-
men (9) contribuent a leur formation. Leurs teneurs dans les produits laitiers sont
voisines de celles nécessaires aux activités anticancéreuses iz vivo (2, 10). L'isomeére
c9tl1, qui représente environ 85-90 % des CLA dans la graisse de lait (11), est
considéré comme le composant le plus efficace pour la prévention du cancer (2, 6,
12). Le rapport cis 9 trans 11-/cis 9 cis 12- C18 :2 a souvent été utilisé comme ins-
trument diagnostique dans la pathologie clinique (10). Il est possible que des méta-
bolites des CLA (acides gras constitués d’un groupe furane) soient responsables des
effets biologiques constatés (6). La graisse de lait peut contenir 0,3-1,8 g de
CLA/100 g et la consommation journaliére par individu est de 0,3-1,5 g (6).

Les acides gras saturés a moyennes et longues chaines et insaturés trans (C18 :1 t
+ C18 :2 avec au moins une double liaison trans) (trans fatty acids : TFA), composés
intermédiaires de la biohydrogénation des acides polyinsaturés dans le rumen (13),
peuvent augmenter les risques d’athérosclérose et des maladies cardiovasculaires (2,
6, 14). Les acides trans 9- (élaidique) (15) et trans 11- octadécénoique (t vaccénique)
(14) pourraient étre des composés bioactifs importants. Quant aux acides gras trans
C18 :2, I'isomére t9t12 en particulier altere la biosynthese des acides polyinsaturés a
longue chaine par inhibition de la A6-désaturase (16, 17) ce qui conduit a une réduc-
tion de la synthese des prostaglandines (18). D’autres isomeéres trans peuvent égale-
ment affecter le métabolisme des acides gras essentiels (19, 20). La graisse de lait
contient environ 1,6-4,0 g de C18 :1 trans/100 g (6) et selon un groupe d’experts
(21), en moyenne 0,5-1,0 g de C18 :2 trans/100 g. Dans les aliments en général, les
concentration en acides gras trans ont baissé ces derniéres années (22) en raison de
I’adaptation des processus technologiques visant a leur réduction, spécialement dans
les graisses végétales hydrogénées. La consommation journaliére par individu (daily
intake) des acides gras trans totaux (C18 :1 + C18 :2) se situe entre 2 et 7 g par jour
selon les habitudes alimentaires de divers pays (16). Derniérement (communiqué de
presse de novembre 1999), la FDA (Food and Drug Administration) a proposé que
les teneurs en acides gras trans soient dorénavant indiquées dans les valeurs nutri-
tives des aliments consommés aux Etats Unis. Il ne faut cependant pas oublier que
les risques de maladies coronariennes sont d’abord d’ordre génétique influengant
donc essentiellement les personnes a risques (23). Une réduction trop importante en
graisse dans I’alimentation peut aussi diminuer la résorption d’autres substances nu-
tritives conduisant a d’autres maladies (23).

Les dosages habituels de la composition en acides gras des graisses sont le plus
communément effectués par chromatographie gaz/liquide apres transestérification
des glycérides en esters méthyliques d’acides gras (Fatty Acid Methyl Ester : FAME)
(24, 25). On utilise en général ces méthodes pour le dosage des acides gras présents
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en concentration relativement importante dans les graisses (> 0,5 g/100 g) c’est a dire
entre 16 et 18 acides gras. La séparation est normalement effectuée sur des colonnes
capillaires d’environ 30 m de type nitrotéréphtalique ou polyéthyléneglycol tels que
Carbowax 20 M, Supelcowax 10, DB Wax, DB FFAP, etc... Au vu de I'importance
nutritionnelle d’un nombre toujours plus important d’acides gras, il est nécessaire
d’employer des colonnes plus performantes, spécialement pour la séparation des
CLA, TFA, oméga 3 et oméga 6. Récemment, divers auteurs ont séparé et identifié
les TFA et CLA selon diverses techniques (p. ex. RP-HPLC ou Ag*-TLC + GC-
MS + FTIR) sur des colonnes CP-5i/ 88 de 50 m (10, 26-30) puis de 100 m avec en-
core une meilleure résolution (11, 20, 32). Le mode d’injection «spliz» utilisé pour
ces identifications est compréhensible en raison de la volatilité pratiquement iden-
tique des acides gras déterminés ou de dosages effectués sur des huiles et graisses
non laitiéres contenant peu d’acides volatils. Pour une méthode universelle permet-
tant le dosage des acides gras de C4 2 environ C24, le mode d’injection «on column»
est préférable en raison des moindres risques de discrimination (33) entre acides gras
de volatilités trés différentes. Cependant, ce mode d’injection, lié & un programme
de température différent, nécessite une vérification de I'identification des pics chro-
matographiques obtenus en recourant au mode «split».

Le but du présent travail consiste a optimiser et valider une méthode GC capil-
laire utilisant une colonne CP-Sil de 100 m avec injection «on column» permettant
de doser environ 70 acides gras constitutifs de la graisse de lait. Une telle méthode
permettra d’obtenir des informations nouvelles en rapport avec des projets de re-
cherche tels qu’essais d’affouragement, aliments fonctionnels, conséquences nutri-
tionnelles pour 'homme. Ce travail a également pour objectif de déterminer les
compositions en acides gras de graisses de lait d’été et d’hiver en Suisse et de compa-
rer les résultats avec ceux obtenus par d’autres auteurs.

Partie expérimentale

Réactifs

n-pentane pour spectroscopie, n-hexane p. a., méthanol p. a., hydrogénosulfate
de sodium monohydraté, hydroxyde de potassium p. a., solution de trifluorure de
bore/méthanol (20 % in méthanol), p. ex. Merck. Esters méthyliques indiqués dans
les tableaux de la présente publication : C4, C5, Cé6, C8, C10, C12, C14, C16, C17,
€18, C20, p.ex. Merck; C15, C18:1 cis et'trans, C19, C18:2 trans 9 trans 12, C18 :2
cis 9 trans 12, C18 :2 cis 9 cis 12, C18.3 cis 6 cis 9 cis 12, C20:1 trans 11, C20 :1 cis 5,
G201 k159, C204: c15: 11E 18 3 ots: Kers 1 2615154622, €20-3 (vis- 8 cis Hoeisild
(n-6), C20:5 c1s 5 cis 8 cis 11 cis 14 cis 17 (EPA), C22 :5 cis 7 cis 10 cis 13 cis 16 cis
19 (DPA) et C22 :6 cis 5 cis 7 cis 10 cis 13 cis 16 cis 19, Sigma (Buchs); C18 :2 ¢9t11,
C18:2 c9¢11, C18 :2 t9t11, C18:2 t10c12 sous forme acide, Matreya inc., 500 Tress-
ler Street, Pleasant Gap, PA 16823 USA (Distributeur: Distrilab BV, Olmenlaan
6-C, 3833 AV Leusden); C7, C12 :1 cis 11, C13, C14 :1 trans 9, C14 :1 cis 9, C16 :1
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trans 9, C16 :1 cis 9, C17 :1 trans 10, C18 :1 cis 11, C20 :2 cis 11 cis 14, C20 :3 cis
11 cis 14 cis 17 (n-3), C20 :4 cis 5 cis 8 cis 11 cis 14 (n-6), Nu-Chek-Prep Inc, PO
Box 295, Elysian, MN 56028 (Distributeur: Bast of Copenhagen, Biological division,
44 Ingerslevsgade, DK-1705 Copenhagen V); C12 iso, C12 anteiso, C13 iso, C13
anteiso, C14 iso, C14 anteiso, C15 iso, C16 iso, C17 iso, C17 anteiso, Larodan fine
chemicals AB, Limhamngardens allé 9, S-21616 Malmé (Distributeur: Socochim
SA, Ch. du Trabandan 28, CH-1006 Lausanne).

Estérification des acides gras conjugués (CLA) : Peser 20,0 mg de CLA, ajouter
1,3 ml de solution de BF3/CH3;OH, chauffer a reflux pendant 2 min., ajouter 1 ml
d’heptane et chauffer encore 1 min. a reflux. A la solution refroidie, ajouter 1,3 ml
d’une solution saturée de chlorure de sodium, agiter prudemment, pipeter la phase
heptane, la sécher sur du sulfate de sodium anhydre. Diluer 5 pl de cette solution
dans 1 ml de pentane. Injecter 0,5 pl.

Solution de transestérification: hydroxyde de potassium, 2 mol/l dans le métha-
nol : dissoudre 11,2 g de KOH dans un ballon jaugé de 100 ml et compléter avec du
méthanol.

Solution de standard interne: dissoudre 0,400 g d’ester méthylique de I’acide oc-
tanoique (C9) dans un ballon jaugé de 50 ml et compléter avec de I’hexane.

Solution de calibrage d’esters méthyliques: Le tableau 1 présente les pesées des
esters méthyliques d’acides gras et les masses des formes acides correspondantes.

Tableau 1

Solution de calibrage (esters méthyliques d’acides gras)

Abréviation g Méthylester g Acides
C4 0,370 0,319
Cé6 0,210 0,187
C8 0,100 0,091
*C9 0,250 0,230
C10 0,250 0,231
12 0,300 0,280
Cl4 1,010 0,952
Cl16 2,700 2,560
C18 1,000 0,953
C18:TeY 2,700 2,572

*standard interne

Peser dans un ballon jaugé de 200 ml les esters méthyliques selon le tableau 1 et
compléter avec de ’hexane. (La solution peut étre ensuite répartie dans de petits fla-
cons étanches et conservée pendant au max. 1 an au réfrigérateur a env. 4 °C.) Pipe-
ter 200 pl dans 10 ml de pentane et injecter 0,5 pl.

Graisse de contrdle: La graisse de controle est préparée a partir de beurre pur fil-
tré sur filtre hydrophobe a env. 50° C dans une étuve. Cette graisse, maintenue a env.
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50° C, est elle aussi soigneusement mélangée puis répartie en petites portions dans
des flacons étanches qui sont entreposés dans un congélateur a env. —=20° C. La graisse
décongelée et réchautfée a 50° C avant emploi ne sera utilisée qu’une seule fois.

Appareillage

Armoire 2 sécher, environ 50° C. Balance de précision, résolution 1 mg. Filtres
hydrophobes 597 hy %5, Schleicher Schiill (Riehen). Tubes a essai de 10 ml avec fer-
metures a vis, munis de septa en téflon. Seringue pour passeur d’échantillons p. ex.
5 ul HP 5181-1273 pour injection on column dans colonnes capillaires de 0,53 mm
de diametre (précolonne), Hewlett Packard. Fioles de 2 ml pour passeur d’échan-
tillons, p. ex. Crimp top vial 2-CV et bouchons pour fioles, p. ex. Crimp cap 11-
AC-TST 1, Infochroma (Zoug). Agitateur pour éprouvettes, p. ex. Vortex. Dispen-
seur pour le dosage de ’hexane. Capilettor 5 et 10 pl, Boehringer Mannheim
(Rotkreuz). Pipettes de 1 et 5 ml. Colonne capillaire Chrompack CP-Sil 88, 100 m,
0,25 mm d.i., épaisseur de film 0,20 pm, domaine de température: 50-240 °C, mini-
mum 300000 plateaux théoriques, no art. 7489, P.H. Stehelin & Cie AG, Basel. Pré-
colonne: «methyl deactivated non polar», longueur 20 c¢m, 0,53 mm d. i., Art. no
8009, P.H. Stehelin & Cie AG, Basel. Chromatographe en phase gazeuse HP 6890
avec détecteur FID, passeur d’échantillons HP 7673 et logiciel d’évaluation des don-
nées HP 3365 Chem Station Upgrade, Hewlett Packard.

Traitement des échantillons

La matiere grasse est extraite des produits laitiers selon une norme FIL qui pro-
pose des techniques rapides d’extraction (43). La matiére grasse extraite est liquéfiée
dans une armoire a sécher entre 45 et 50 °C. Aprés agitation, on pése env. 0,500 g de
graisse dans un tube a essai de 10 ml. On y ajoute 5,0 ml de la solution de standard
interne (C9). On mélange le tout a ’aide d’un vibreur, additionne 0,25 ml de la solu-
tion de transestérification, mélange a nouveau et on laisse reposer pendant 5 min a
température ambiante. On ajoute 0,5-0,6 g de sulfate de sodium monohydraté so-
lide, mélange a l’aide d’un vibreur, centrifuge pendant 15 min. a env. 1100 g et on
transvase la phase supérieure dans une éprouvette (cette solution peut étre conservée
au réfrigérateur durant plusieurs jours). On en pipette 5 pl dans une fiole de 2 ml du
passeur d’échantillons contenant 1 ml de pentane. Aprés fermeture et agitation, on
injecte 0,5 pl de la solution finale.

Conditions chromatographiques

Gaz porteur: hydrogene. Pression constante a I’entrée de la colonne: 160 kPa
(1,5 ml/min, 31 cm/s); injecteur: «on column», mode «track oven» (la température
est toujours 3°C plus élevée que la température du four). Détecteur: FID 255 °C.
Programme de température: 60 °C, 5 min, rampe de 14 °C/min jusqu’a 165 °C,
1 min a 165 °C, rampe de 2 °C jusqu’a 225 °C, 17 min a 225 °C; temps total 60 min.
Volume injecté: 0,5 pl (seringue de 5 pl).
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Résultats et discussion

Optimisation des conditions chromatographiques

Les conditions chromatographiques ont été optimisées par injection d’une solu-
tion de graisse de lait. La colonne utilisée est relativement stable pour environ 500
injections. Il est 4 remarquer que le type et la longueur de la précolonne peuvent
modifier la résolution des pics. De méme, le changement d’une précolonne contami-
née permet de prolonger l'utilisation de la colonne. Le critére décisif pour le chan-
gement de la précolonne ou/et de la colonne est déterminé par la disparition du pic
de l’acide trans 12 octadécenoique (C18 :1 t12). Le tableau 2 présente la dénomina-
tion systématique et triviale des acides gras de la graisse de lait, la figure 1, le chro-
matogramme général obtenu et les figures 2—4 les chromatogrammes étendus utiles
a une reconnaissance aisée des pics.

Tableau 2

Dénomination sytématique et triviale des acides gras de la graisse de lait

Abréviation Nomenclature IUFPAC Nomenclature triviale
Acide Acide

C4 butanoique butyrique

c5 pentanoique valérique

Cé hexanoique caproique

c7 heptanoique énanthique

C8 octanoique caprylique

R T T R

C10 décanoique caprique

C10:1 décenoique caproléique

c12 dodécanoique laurique

C12 1s0 iso- dodécanoique -

C12 aiso aiso- dodécanoique -

C12:1c+ C13 cis- dodécenoique + tridécanoique -

C13 iso iso- tridécanoique -

C14 tétradécanoique myristique

Cl4 iso iso- tétradécanoique -

Cl4:1t trans- tétradécenoique t9 : myrisélaidique

C14 aiso aiso- tétradécanoique -

Cl4:lc cis- tétradécenoique ¢9 : myristoléique

C15 pentadécanoique -

Cl15 iso iso- pentadécanoique -

C16 hexadécanoique palmitique

Cl16 iso iso- hexadécanoique -

Clée:1t trans- hexadécenoique palmitélaidique

C16 aiso aiso- hexadécanoique -

Cl16:1c cis- hexadécenoique c9 : palmitoléique

C17 heptadécanoique margarique
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Abréviation Nomenclature IUPAC Nomenclature triviale
Acide Acide

C17 1s0 1s0- heptadécanoique -

C17:1¢ trans- heptadécénoique ~

C17 aiso aiso- heptadécanoique -

C18 octadécanoique stéarique

C18:1t4 t4- octadécenoique -

Ci18:1t5 t5- octadécenoique -

C18:1t6-8 t6-8- octadécenoique t6 : pétrosélaidique

C18:1 19 t9- octadécénoique élaidique

C18:1t10-11 t10-11- octadécénoique t11: transvaccenique

C18:1t12 t12- octadécenoique -

C18:1t13-14 + c 6-8 t13-14- + c6-8- octadécénoique -

C18:1 cY ¢9- octadécenoique oléique

C18:1cll c11- octadécenoique vaccenique

C18:1 c12 c12- octadécenoique -

C18:1cl13 c13- octadécénoique -

C18:11t16 +c14 cl4- + t16- octadécenoique -

C19 nonadécanoique -

C18:2 ¥ uNMID ttNMID- octadécadiénoique -

C18:2t9t12 t9,t12- octadécadienoique linoélaidique

C18 :2 ¢9t13 + (t8¢12)
C18 :2 ¢9t12 +(ccMID+t8¢13)
C18:2 t11c15 + t9cl12

¢9,t13- octadécadienoique
¢9,t12- octadécadienoique

t11,c15 + t9,c12-octadécadiénoique

C18:2 c9%c12 c9,c12-octadécadienoique linoléique
C18:2 c9c15 c9,c15-octadécadienoique -

C20 éicosanoique arachidique
C20:1 ¢ t- éicosénoique -

C18 :3 c6c9c12 ¢6,c9,c12- octadécatrignoique Y-linolénique
G20 c5 c5- éicosenoique -

C20:1¢9 ¢9- éicosenoique gadoléique
C20:1cl1 cl1- éicosénoique gondoique
C18:3 ¢9cl12c15 ¢9,¢12,c15- octadécatriénoique a-linolénique
C18:2 c9tl1 ¢9,t11- octadécadienoique ruménique
C18:2 c9cl1 c9, c11- octadécadienoique -

C18:2 t9t11 t9, t11- octadécadiénoique -

C20:2 ¢c,c (n-6) c,c- éicosadienoique -

C22 docosanoique béhénique
C20:3 (n-6) éicosatrienoique (n-6) homo-y-linolénique
C20:3 (n-3) éicosatrienoique (n-3) -

C20 :4 (n-6) éicosatetraénoique (n-6) arachidonique
C20:5 (EPA) (n-3) c5,c8,c11,c14,c17-éicosapentaénoique timnodonique
C22:5 (DPA) (n-3) ¢7,c10,c13,c16,c19-docosapentagnoique clupanodonique

C22:6 (DHA) (n-3) c4,c7,c10,¢13,¢16,c19-docosahexaénoique -

Légende:

Sl = standard interne

¢ =cis; t = trans

tt NMID = trans, trans non methylene interrupted diene
cc NMID = cis, cis methylene interrupted diene
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Figure 1 Chromatogramme général de la composition en acides gras de la graisse
de lait de vache

Identification des pics

L’identification des pics chromatographiques a été effectuée par injection de
substances de référence pures et par comparaison avec des chromatogrammes pu-
bliés pour des conditions chromatographiques comparables en tenant compte des
acides et de leurs concentrations connues dans la graisse de lait. En général, ces
concentrations ont confirmé I'identification.

Les acides gras butanoique (C4) a décénoique (C10 :1) sont facilement identi-
fiables en raison de la disponibilité des substances de référence, du nombre restreint
d’isomeres possibles et de leurs concentrations tres typées dans la graisse de lait.

Pour les acides gras dodécanoique (C12) a heptadécanoique (C17), on retrouve
souvent 'ordre d’élution suivant: acides gras saturés, iso, monoinsaturés trans, an-
teiso (aiso) et monoinsaturés cis. La figure 5 présente les chromatogrammes partiels
superposés d’une graisse de lait et d’'un mélange de standards purs.
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L'ordre d’élution mentionné ci-dessus est confirmé par injection des acides gras
tétra-, penta-, hexa- et heptadécanoique. Les autres isomeéres insaturés ne peuvent
pas étre obtenus dans le commerce. Cet ordre d’élution différe néanmoins de celui
proposé par d’autres auteurs (32) qui ont employé le mode d’injection «split» et une
température du four isotherme. Quant a la graisse de lait, 'ordre d’élution est le sui-
vant : C12; C121s0; Cl2aiso; C12 :1 cis + C13; Cl3iso; C14 : C14156:C14 :1 trans;
Cldaise, C14 :1 a5, €15, C15150, €16, Clb6iso, C16 :1 transz€16.aiso, @16 :1 cis,
C17, C17 1s0, C17 :1 trans et C17 aiso. Pour I'identification de ’acide dodécenoique
(C12 :1), on a injecté 'isomere cis 11, pour les acides tétradécénoique (C14 :1) et
hexadéceénoique (C16 :1), les isomeres cis 9 et trans 9 et pour I'acide heptadéce-
noique (17 :1) les isomeres cis 10 et trans 10. Les acides gras C15 aiso, C17 iso et
C17 :1 cis, en concentrations négligeables (< 0,05 g/100 g) dans la graisse de lait ont
parfois été confondus avec d’autres composés et donc incorrectement dosés (p. ex
en concentrations environ 10 fois trop élevées) par divers auteurs (41, 42).

Pour les isomeres cis/trans de I’acide octadécenoique (C18 :1), 'ordre d’élution
est connu (26-28, 34-35). Divers auteurs (26-28) ont utilisé la méthode de dosage
Ag+-TLC/GC 2.208 de IUPAC (31) adaptée par Ulberth et Henninger (36) ou par
Molkentin et Precht (26) pour la séparation de tous les isomeéres cis trans C18 :1. Ils
séparent d’abord sur couche mince argentée les isomeres trans des cis en 2 fractions
distinctes. Le dosage par GC sur colonne CP-Sil 88 de 100 m de la fraction trans
leur permet de déterminer les isomeéres trans A4, A5, A6-A8, A9, A10, Al1, A12, A13-
A14, A15 et A16 et celle de la fraction cis les isomeres A6-8, A9, Al1, A12, A13, Al4 et
A15 (26). Selon Precht et Molkentin (34), les concentrations moyennes des isoméres
trans dans le lait (échantillons analysés = 100) sont respectivement de 0,05, 0,05,
0,17,0,24,0,17, 1,75, 0,21, 0,48, 0,28 et 0,34 g/100 g (total trans: 3,62 g/100 g). Celles
des isomeres cis sont respectivement de 0,08, env. 18, 0,50, 0,10, 0,07, 0,04 et 0,03 g/
100 g (41). La figure 6 compare les isomeres cis et trans fractionnés sur couche
mince avec ceux obtenus selon notre méthode générale sans fractionnement préa-
lable.

On constate que notre méthode générale, sans fractionnement des formes
cis/trans sur couche mince, permet cependant de séparer les isoméres principaux.
Les acides trans 13-14- et trans 16 C18 :1 ne sont cependant pas séparés des isoméres
respectifs cis 6-8 et cis 14 et I'acide trans 15 C18 :1 (0,28 g/100 g) ne peut étre dosé
en raison de son temps de rétention égal au cis 9 C18 :1 (acide oléique). Cependant,
les concentrations des acides cis 6-8 C18 :1 sont faibles (0,08 g/100 g) par rapport au
trans 13-14 (0,48 g/100 g), de méme que celles du cis 14 C18 :1 (0,04 g/100 g) par
rapport au trans 16 (0,34 g/100 g). En ce qui concerne I'isomere cis 15 C18 :1, sa
concentration de 0,03 g/100 g obtenue aprés séparation sur couche mince est large-
ment inférieure a celle correspondant au pic mesuré sans fractionnement (env.
0,15 g/100g). En raison d’une contamination possible (probablement avec des
ttNMID (trans trans non methylene interrupted diene), 'isomére cis 15 C18 :1 n’est
pas indiqué dans nos chromatogrammes. La prochaine publication déterminera
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Figure 6 Chromatogramme partiel des acides gras C18 :1 de la graisse de lait
comparé a ceux des acides cis et trans isolés sur couche mince

dans quelle mesure un fractionnement sur couche mince est nécessaire pour le do-
sage des acides gras trans. Des régressions linéaires simples donneront la formule a
appliquer pour leurs dosages sans fractionnement préalable.

Pour les acides octadécadienoiques non conjugués (C18 :2), seuls les isoméeres
t9t12, c9t12, t9¢c12 et c¢9c12 sont a disposition comme substances de référence.
Comme Precht et Molkentin (20, 34-35), nous avons établi I'identification des pics
sur la base des standards existants et des données publiées dans la littérature obte-
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Figure 7 Chromatogramme partiel des acides gras C18 :2 de la graisse de lait
comparé a celui d'un mélange de standards additionnés

nues par réduction partielle et GC-MS selon Ratnayake et Pelletier (19) ou par dé-
gradation oxydative selon Ulberth et Henninger (37). La figure 7 présente les chro-
matogrammes partiels superposés de la graisse de lait avec et sans standards (les
4 standards susmentionnés + C19).

On constate que les standards sont élués dans 'ordre C19; C18 :2 -t9t12, -c9t12,
-t9¢c12 et -c9c12, ce qui correspond aux données de la littérature pour les pics die-
noiques (20, 32). L'identification des isomeres trans C18 :2 -c9t13 et -t11cl5 a été
établie par Ulberth et Henninger (37) et les isoméres majeurs constitutifs des marga-
rines ¢9t13-, ¢9t12-, t9¢12- et c9c15- ainsi que quelques isomeres mineurs (t9t12-,
t8¢12-, t8c13-, c8c13, t9¢c15, t10c15 et c9c13 C18 :2) par Ratnayake et Pelletier (19).
Lordre d’élution dans des huiles hydrogénés déterminé par ces derniers auteurs sur
colonne SP 2560 de 100 m est la suivante: ttNMID (5 pics), t9t12-, ¢9t13-, t8c12-,
t8¢c13-? + ccMID, ¢9t12-, c8c13-2, t9¢12-, t9¢15-, t10c15?, c9c13-2, c9c12- et c9cl5-
C18 :2. Dans la graisse de lait, 'ordre d’élution des pics C18 :2 non conjugués prin-
cipaux donné par Precht et Molkentin (colonne CP-Sil 88 de 100 m) (20) est la sui-
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vante : tt NMID, C18 :2 -t9t12 + -c9t13 + -(t8¢12), -c9t12 + (t8c13? + c,c-MID (cis
cis methylene interrupted diene)), -t11c15 + -t9¢12, -c9c12 et -c9c15. Les substances
indiquées entre parenthéses sont des isomeéres probables. Les concentrations des
isomeéres diénoiques non conjugués peuvent également confirmer I'identification de
certains pics. Dans la graisse de lait (n = 100), elles sont de 0,19 g/100 g (0,10-0,38)
pour les ttNMID, de 0,22 g/100 g (0,05-0,37) pour les ¢9t13 + t9t12 + (t8¢12), de
0,21 g/100 g (0,09-0,36) pour le c9t12 + (t8c13 + ccNMID), de 0,40 g/100 g
(0,06-1,16) pour le t11c15 + t9¢12, de 1,23 g/100 g (0,73-1,74) pour le c9¢c12 et de
0,08 g/100 g (0,05-0,11) pour le ¢9¢15 (20). Lisomere t11c15 est présent en quantités
trés variables dans la graisse de lait mais absent dans les margarines. Dans les graisses
végétales, le nombre de pics est d’ailleurs fortement réduit (essentiellement C18 :2
c9t12 et t9c12) et 'identification est donc beaucoup plus simple (20). Les concentra-
tions que nous déterminons sont comparables a celles selon Precht et Molkentin (20)
sauf pour les concentrations de I'isomeére t9t12 C18 :2, injecté comme standard de
référence, qui est bien séparé dans nos conditions et pour lequel nous obtenons des
concentrations plus faibles. Si on considére les isoméres déterminés avec streté,
ordre d’élution des dienes non conjugués est divisé en 3 groupes géométriques :
trans trans, cis trans/trans cis et cis cis (19, 29).

L’identification des acides éicosanoique (C20), éicosénoique (C20 :1) et octadé-
catrienoique (C18 :3 c6c9c12 et C18 :3 c9c12c15) a été effectuée par injection des
standards correspondants. Pour les isomeres de ’acide éicosénoique (C20 :1), nous
avons identifié les acides gras C20 :1 -trans 11, -cis 5, -cis 9 et -cis 11. La séquence
des isoméres cis est en accord avec les données trouvées dans la littérature (32). Le
programme de température du four choisi permet d’éluer tous les isomeres C20 :1
avant le C18 :3 c9¢12c15 (acide o linolénique).

Pour les CLA, I'identification est plus compliquée en raison du grand nombre
d’isomeres possibles en faibles concentrations et parfois superposés se situant entre
les acides gras C18 :3 c9c12¢15 et C22. Le programme de température du four choisi
est idéal car il permet d’éviter un chevauchement du pic du CLA principal C18 :2
c9tl1 par ceux des isomeres C20 :1 et d’éluer tous les autres CLA apres 'isomere
principal. On ne dispose que de 4 substances de référence pures sous forme d’acides
(C18:2 c9t11, t10c12, ¢9cl1 et t9t11 96-98 %) qui ont été estérifiées (BFs/CH;OH).
Precht et Molkentin (32) ont démontré que I'ordre d’élution relatif des 4 isoméres
purs reste le méme quelque soit la température du four alors que la position du pic
de l’acide hénéicosanoique (C21) varie et peut donc se superposer a celle des CLA.
La figure 8 présente les chromatogrammes partiels superposés d’une graisse de lait
avec et sans ajouts de standards (les 4 CLA susmentionnés + C 21).

On constate que I"ordre d’élution est le suivant: C18 :2 ¢9t11 (isomeére principal),
C21; C18:2 -t10c12, -c9c11 et -t9t11. Pour I'identification des CLA en général, une
étude bibliographique permet de préciser un ordre d’élution qui peut faciliter la
reconnaissance des pics, surtout en raison de son maintien probable en fonction de
la température du four du GC (32). Selon divers auteurs (10, 29, 38, 40), un autre
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Figure 8 Chromatogramme partiel des acides gras conjugués (CLA) de la graisse
de lait comparé a celui d'un mélange de standards additionnés

isomere (C18.2 t9c11), en traces dans la graisse de lait et placé directement a droite
de I'isomere principal présente probablement dans nos conditions le méme temps de
rétention que 'acide gras C21. Ramamurthi et al. (29) ont identifié divers CLA par
GC-MS sur des dérivés DMOX (4,4- diméthyloxazoline) de graisse de castor
déshydratée. Ils ont déterminé I'ordre d’élution suivant sur une colonne CP Sil 88
de 50 m: C18 :2 -¢9tl11, -t9¢11, -c10t12, -t10c12, -c9cl1, -c10c12, -t9tl1let -t10t12.
L'isomere C18 :2 -c10t12 est situé entre le -t9¢11 et le -t10c¢12. Dans la graisse de lait,
Pordre d’élution le plus souvent accepté est: C18 :2 -c9t11, -t9¢11, -¢10t12, -t10c12,
-c9cl1 et -t9t11. Lavillonniére et al. (39) ont déterminé les CLA dans 12 fromages
frangais par RP-HPLC, GC-MS (colonne BPX 70 de 50 m) et GC-FTIR. Ils ont
identifié les isomeres ABA10 et A11A13 avec toutes les configuration cis trans pos-
sibles qui peuvent coéluer avec les autres isomeéres connus: ¢9t11-, t9¢c11-, c10t12-,
t10c12-, c11c13-, c9cl1-, c10c12-, t9t11- et t10t12- C18 :2. Dans la graisse de fro-
mage, une superposition du pic de I'isomeére principal C18 :2 ¢9t11 avec des quanti-
tés négligeables des acides gras C18 :2 -c8t10 ou -t8¢10, qui peuvent se former par
isomérisation microbienne durant la maturation (11, 39), n’est pas exclue. Avec des
techniques analytiques semblables, Sehat et al. (11) ont identifié sur colonne CP-Sil
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88 de 100 m 16 CLA. L’ordre d’élution ainsi confirmé des CLA en 3 groupes géo-
métriques cis trans/trans cis; cis cis et trans trans est la suivante: t7¢9- + c9tl1- +
t8¢c10-, c¢10t12- + t9cl1-, t1lcl3-?, t10c12- + c12t14-, c¢7c9- + c8c10- + c9cll-,
c10c12- + cl1cl13- + cl2c14-, t12t14-, t11t13-, t10t12- + t9t11- + t8t10- et t7t9-
C18 :2. Les temps de rétention des isomeres cis trans augmentent en fonction de
’augmentation de la position de la double liaison cis. Pour une méme position de la
double liaison cis, I'isomeére avec le plus petit numéro de la double liaison trans élue
en premier. Les temps de rétention des isomeres CLA cis cis, respectivement trans
trans augmentent en fonction de 'augmentation, respectivement de la diminution
de ces positions. Dans la graisse de lait, en dehors de I'isomeére principal, les autres
CLA ne sont présents qu’en traces. Nous ne doserons dés lors que 'isomeére princi-
pal C18:2 ¢9t11 (0,50-1,70 g/100 g) et les isomeéres C18 :2 -c9c11 et -t9t11 présents
en concentrations encore mesurables (respectivement 0,05-0,10 et 0,02 g/100 g)
pour lesquels des substances de référence pures existent.

Parmi les petits pics en fin de chromatogramme, on a pu identifier des acides gras
en faibles concentrations dans I'ordre d’élution suivant: acides éicosadiénoique
(C20 :2), docosanoique (C22), éicosatrienoiques (C20 :3 n-6 puis n-3), éicosatétrae-
noique (C20 :4 n-6), éicosapentaénoique : EPA (C20 :5 c5¢8c11c14¢17), docosapen-
taénoique: DPA (C22 :5 ¢7¢10c13c16c19 et docosahexaénoique: DHA (C22 :6
c4c7c¢10c13c16c19. Pour I'identification du C20 :2, on a injecté 'isomére cl1cl4,
pour le C20 :3 n-6, I'isomeére c8cl1cl4, pour le C20 :3 n-3, 'isomere cl11cl4cl7 et
pour le C20 :4 n-6, isomére c5c8clicl4. Les acides gras insaturés en C20 ont été
identifiés en raison de leur importance dans le métabolisme des acides gras chez
I’&tre humain (3).

Calcul des facteurs de correction et de la composition en acides gras

Les facteurs de corrections sont calculés sur la base de la moyenne arithmétique
de 3 injections de la solution de calibrage d’esters méthyliques (tableau 1). Pour les
esters C4 2 C10 ne figurant pas dans la solution de calibrage, on calcule la moyenne
arithmétique des facteurs de correction correspondant aux deux pics voisins. Pour
les autres pics, on calcule la moyenne des facteurs de correction correspondant aux
pics C12 a C18 en raison de valeurs pratiquement identiques.

Les résultats sont donnés en g d’acides gras par 100 g de graisse (standard in-
terne: acide nonanoique: C9). Le calibrage nécessite donc de calculer les teneurs en
acides a partir des pesées des esters méthyliques.

R,‘IMi
f Si

Rf; = Facteur de correction de I’acide gras i (AGi)
= Masse de ’AGi sous forme acide

= Surface de 'AGi

v x
|

Mitt. Lebensm. Hyg. 91 (2000) 321



Les facteurs de correction normés au standard interne C9 = 1,000 sont respecti-
vement d’environ 1,35; 1,25; 1,15; 1,05; 1,00 et 0,90 pour les acides gras C4, C5, Cé6,
C7, C8 et C10 a C24. L’écart-type sur 8 injections est inférieur a 0,01.

Pour le calcul de la composition en acides gras, la teneur en C9 (standard in-
terne) doit aussi étre transformée en g d’acide gras.

eAG/100 g Graiss = REESEHMiEH100
Rfis*Sis*P

Rf; = Facteur de correction de I'acide gras AGi

Rfis = Facteur de correction du standard interne C9 (AGis)
S; = Surfacede ’AGi

Sis = Surface del’AGis

Mis = Masse de PAGis (C9) en g sous forme acide

P = Pesée de la graisse analysée en g

N.B: La graisse de contrdle est insérée dans chaque série d’échantillons 4 analy-
ser. Les résultats obtenus doivent étre en accord avec les exigences de la norme ISO
(24). 1l est recommandé d’établir une carte de contrdle (p. ex.: ordonnée: exigences
ISO; abscisse: dates des analyses) avec au minimum 3 acides gras (courte, moyenne
et longue chaine) permettant de suivre le bon fonctionnement des dosages (méthode
et appareillage) au cours du temps.

Précision de la méthode

Le tableau 3 présente la précision de la méthode obtenue a I’aide de 10 dosages
de la méme graisse de lait (10 pesées) ainsi que la répétabilité (r) déterminée a partir
de 35 graisses de lait différentes analysées a double (17 beurres d’été, 13 beurres
d’hiver et cinq beurres d’automne provenant de ’ensemble de la Suisse). La répéta-
bilité a été calculée avec la formule suivante:

r=22,83 8

d; différences entre les déterminations a double
m nombre de déterminations a double

Il

On constate que les coefficients de variation obtenus pour 10 dosages de la
méme graisse de lait se situent en dessous de 3 % pour des concentrations supé-
rieures & 0,5 g/100 g sauf pour 'acide C16 aiso pour lequel le coefficient de variation
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Tableau 3
Précision (10 pesées de la méme graisse de lait) et répétabilité r (n = 35 a double)
de la méthode (g d’acides par 100 g de graisse)

Abréviation Précision Répétabilité r
Moyenne Ecart-type Coeff. de variation (%)
C4 3,23 0,071 2,21 0,327
C5 0,02 0,000 0,00 0,028
C6 2,02 0,026 1,29 0,089
C7 0,04 0,005 15,00 0,007
C8 1,19 0,014 1,20 0,074
Cl10 2,66 0,044 1,67 0,111
C10:1 0,29 0,005 1,85 0,018
C12 2,84 0,042 1,49 0,146
C12iso 0,03 0,000 0,00 0,004
C12 aiso 0,07 0,003 4,45 0,006
C12:1c+ C13 0,14 0,003 2,24 0,011
Cl13 1s0 0,10 0,003 3,13 0,009
C14 9,51 0,154 1,62 0,385
Cl4 iso 0,24 0,005 1,96 0,018
Cl4:1t 0,01 0,000 0,00 0,004
C14 aiso 0,43 0,008 1,84 0,040
Cl4:1c 0,83 0,013 1,62 0,076
C15 1,00 0,018 1,83 0,081
Cl15iso 0,23 0,006 2,73 0,019
Clé6 23,90 0,431 1,81 0,943
Cl6iso 0,39 0,008 2,03 0,042
Clé:1¢t 0,18 0,009 5,16 0,029
C16 aiso 0,73 0,031 4,27 0,117
Cl6:lc 1,25 0,035 2:79 0,087
C17 0,67 0,013 1,90 0,176
Cl17 1s0 0,06 0,003 5,36 0,010
C17 :1 trans 0,02 0,000 0,00 0,010
C17 aiso 0,22 0,005 2,14 0,029
C18 8,98 0,181 2,01 0,330
C18:1t4 0,01 0,003 28,75 0,134
C18:1t5 0,01 0,000 0,00 0,091
C18:1 t6-8 0,20 0,032 16,41 0,090
C18:11t9 0,27 0,022 8,20 0,153
C18:1t10-11 3,24 0,106 ST 0,245
CIRELel2 0,20 0,025 12,69 0,115
C18:1t13-14 + ¢ 6-8 0,62 0,015 2,45 0,196
C18:1¢9 17,36 0,319 1,84 0,665
C18:1cl1 0,43 0,018 4,28 0,027
Cl18:1cl2 0,12 0,016 13,39 0,083
C18:1c¢13 0,07 0,007 9,45 0,027
C18:1 cl4+tl6 0,32 0,007 2,08 0,063
C19 0,08 0,009 11,43 0,080
C18 :2 tNMID 0,17 0,005 29678 0,012
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Abréviation Précision Répétabilité r
Moyenne Ecart-type Coeff. de variation (%)

C18:2 t9t12 0,02 0,003 15,06 0,011
C18:2 ¢9t13 + (t8¢c12) 0,26 0,007 2,73 0,018
C18:2 c9t12 + (ccMID

+ t8¢13) 0,26 0,006 2,45 0,028
C18:2 t11c15 + t9ci12 0,55 0,012 2,10 0,029
C18:2 c9cl12 1,21 0,023 1,89 0,087
C18:2 c9cl5 0,05 0,003 6,45 0,008
C20 0,16 0,007 4,17 0,014
C20:1t¢t 0,03 0,000 0,00 0,075
C18:3 c6c9c12 0,02 0,004 1917 0,005
C20:1¢c5 0,02 0,005 3227 0,003
C20:1¢9 0,14 0,003 2,28 0,046
C20:1 cll 0,04 0,003 7,71 0,015
C18:3 ¢9c12c15 0,86 0,015 1,80 0,056
C18:2 c9tl1 1,44 0,028 1:93 0,077
C18:2 c9cll 0,10 0,007 7,44 0,011
C18:2 t9tl1 0,02 0,000 0,00 0,025
C20:2 ¢,c (n-6) 0,03 - 0,005 19,66 0,029
C22 0,14 0,008 5,86 0,021
C20:3 (n-6) 0,05 0,000 0,00 0,007
C20:3 (n-3) 0,02 0,003 16,64 0,006
C20 :4 (n-6) 0,11 0,004 3,90 0,020
C20:5 (EPA) (n-3) 0,08 0,005 6,15 0,009
C22:5(DPA) (n-3) 0,11 0,003 2,90 0,011
C22:6 (DHA) (n-3) 0,01 0,000 0,00 0,007

Légende: voir tableau 2

est de 4,27 % (x : 0,71 g/100 g) et parfois pour les acides gras présents en faibles
concentrations (< 0,50 g/100 g).

Répétabilité: La différence absolue entre deux résultats distincts obtenue par le
méme opérateur sur la méme graisse de lait dans un court laps de temps ne doit pas
dépasser les valeurs de r tabulées dans le 95 % des cas. La norme ISO 15885 (24)
spécifie que la différence entre 2 déterminations successives (effectuées par le méme
opérateur avec le méme appareillage et sur le méme échantillon) pour des consti-
tuants présents a des concentrations supérieures a 5 g/100 g ne doit pas excéder 5 %
relatif avec un maximum de 1 g/100 g en absolu. Pour des acides gras présents a des
concentrations se situant entre 1 et 5 g par 100 g, cette différence ne doit pas excéder
12 % avec un maximum de 0,5 g par 100 g en absolu. Nos résultats se situent large-
ment dans le cadre de ces exigences.

Composition en acides gras de beurres d’été et d’hiver suisses

Le tableau 4 donne les valeurs moyennes, maximales, minimales et les écart-
types obtenus sur 17 beurres d’été et 17 beurres d’hiver provenant de ’ensemble de
la Suisse.
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Tableau 4
Composition en acides durant I'été et I'hiver
(g d’acides par 100 g de graisse)

Abréviation Eté (n=17) Hiver (n = 17)
Min:&=2% Max. sy Min. X Max.  sx

C4 2,94 3,09 3,21 0,098 2,95 3,16 3,58 0,168
C5 0,02 0,02 0,02 0,002 0,02 0,02 0,04 0,006
C6 1.9 1,95 2:05 0031 1,98 2,08 2,34 0,078
@7 0,03 0,03 0,04 0,003 0,02 0,03 0,04 0,005
C8 1,09 1,12 1,19 0,028 1,16 1,20 1,32 0,042
C10 2,26 2,38 2,54 0,081 2,46 2,56 275 5.0,091
C10:1 0,28 0,30 0,32 0,011 0,28 0,30 0,34 0,013
Ci12 2,63 2,78 3:00 0112 2,94 3,12 3,43 0,134
Cl121so0 0,03 0,03 0,04 0,002 0,02 0,02 0,03 0,002
C12 aiso 0,07 0,08 0,08 0,003 0,07 0,08 0,09 0,004
C12:1 +C13 0,13 0,14 0,16 0,009 0,15 0,16 0,17 0,006
C13 iso 0,10 0,10 0,11 0,004 0,11 0,12 0,13 0,006
Cl14 9,08 9,31 9,63 0,181 9.77~.~10,35:* 11,55 7:0.:431
C14 1so 0,23 0,24 0,26 0,008 0,22 0,24 0,27 0,014
Cl4:1t 0,04 - 0,01 - +0:0% . -.0:001 0.0t:.5.0,01 7 0,020,003
C14 aiso 0,44 0,45 0,49 0,011 0,41 0,44 0,48 0,022
Cl4:1¢c 0,82 0,86 0,90 0,024 0,79 0,88 0,99 0,051
C15 1,02 1,04 Tl 0025 1,00 1,11 1,27 0,068
C15 1so 0,22 023 0,25 0,010 0,25 0,26 0,29 0,009
Cl16 22,69 2352 2426 0,490 2796 2869 3218 1936
C16 1so 0,34 0,36 0,38 0,011 0,25 0,30 0,33 0,020
Cl6:1t 0,13 0,19 023 0,023 0,07 0,10 0,15 0,024
C16 aiso 0,65 0,73 0,79 0,031 0,45 0,61 072 0072
Clé6:1c 1,14 1,19 1,28 0,040 1,20 1,31 1,44 0,078
C17 0,49 0,63 0,73 0,084 0,37 0,49 0,58 0,064
C17 iso 0,05 0,05 0,06 0,002 0,05 0,06 0,07 0,007
C17 :1 trans 0,01 0,02 0,02 0,002 0,00 0,01 0,02 0,005
C17 aiso 0,21 0,22 0,23 0,006 0,22 0,25 0,29 0,019
C18 7.97 8,32 8,68 0,225 7,36 7,81 8,64 0,358
C18:1t4 0,01 0,01 0,03 0,008 0,02 0,03 0,04 0,006
C18:1t5 0,01 0,01 0,02 0,003 0,00 0,01 0,01 0,003
C18:1 t6-8 0,10 0,14 0,19 0,022 0,05 0,07 0,11 0,024
C18:1t9 024 = 027 043 0043 Qi7" 0224 00y 0087
C18:1 t10-11 2,22 3,15 3,54 0,347 1,23 1,44 1,71 0,148
C18:11t12 0,12 0,19 0,27 0,054 0,14 0,15 0,17 0,012
C18:1t13-14+c6-8 0,53 059 0,66 0,047 0,284,037 .5 0.48...0:¢55
C18:1¢9 16,76 = 1720 1791 0,372 15,16 15,74 17,40 0,549
C18:1 cl1 0,40 0,43 0,45 0,014 0,35 0,40 0,45 0,030
Gi8.:1cl2 0,11 0,12 0,15 0,009 0,11 0,12 0,15 0,014
Ci18:1cl13 0,05 0,05 0,09 0,010 0,04 0,05 0,06 0,007
C18 :1 c14+t16 027 029 034 0,020 Q17: CAQ23E $:10,285020:033
C19 0,04 0,10 9,13 120,023 0,06 0,08 0,12 0,016
C18 :2 ttNMID 0,11 0,16 = 017 0,014 0,05 0,07 009 0,010
C18:2 t9¢12 0,01 0,02 0,03 0,003 0,01 0,01 0,02 0,003
C18:2 c9t13 + (t8¢c12) 0,24 0,26 0,28 0,010 0,12 0,15 0,170,015
C18:2 c9t12 + (ccMID

+18c13) 0,25 ‘029 “032° 0,027 021 024 026 0,015
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Abréviation Eté(n=17) Hiver (n = 17)

MinsaeX Max. sy Min. X Max. sx
C18:2t11c15+1t9c12 034 0,52 0,58 0,057 @17 022 H02820,035
C18:2 ¢9c12 0 11507 1,33 G081 T N 7 A %7 )0 s X 37
C18:2 ¢9¢15 0,04 0,04 0,05 0,004 0,03 0,04 0,04 0,004
C20 0,13l 0,160,0L] 0 ARl by SO 5 Y
C20:1t 0,04 0,04 0,05 0,003 0,03 004 0,14 0,028
C18 :3 ¢6c9c12 0,00 0,01 0,01 0,002 0,01 0,01 0,02 0,004
C20:1¢5 0,01%.1 0,01 602 0,002 0,015t 0,00 @01 0001
C20:1 ¢9 0,12 0,13 0,15 0,009 0,13 0,16 0,29 0,037
C20:1 cl1 0,02°.1 0,04 0,05 0067 0,05 0,05 0,06 0,004
C18 :3 c9c12c¢15 0,67"~ 0,83 10,92 0066 0,56 0,69 0,87 0,101
C18 :2 ¢9tl1 1,050 144949168 0470 0,53 0,64 0,76 0,073
C18 :2 c9cl1 0,05 0,09 0,10 0,012 0,02 004 0,06 0,011
C18 :2 t9t11 0,02°7 0,02 “0,06 0,014 00495 0,02 0,03 0,004
C20:2 ¢,c (n-6) 0,02 0,02+ 1008 0,002 0,02 0,03 0,03 0,004
C22 0,05 0,06 0,07 0,006 0,041.° 0,08 0,21 -0i039
C20 :3 (n-6) 0,04 0,05 0,06 0,006 0,04 0,05 0,06 0,006
C20:3 (n-3) 0,00 0,02 0,02 0,002 0,01 0,01 0,02 0,004
C20 :4 (n-6) 0,09 0,09 0,11 0,010 0,098+ 0,10 0,12 0,010
C20:5 (EPA) (n-3) 0,07 0,08 0,09 0,004 0,06 0,07 0,09 0,007
C22 :5 (DPA) (n-3) 0,10%% 011 ‘612 6005 0,09%< 0,10 011 0006
C22 :6 (DHA) (n-3) 0,01°.C 0,00 *0:02 0,002 0,08%.7 0,01  0;02° 0002
¥ courtes chaines' 8,52 8,90 955 0135 8,88 9,36 10,40 0,211
Z moyennes chaines? 39,72 41,26 4298 0,539 4498 47,80 53,53 1,323
¥ longues chaines’ 34,15 3746 40,41 0,607 2940..31.,84 3627 0,702
T saturés’ 54,67 56,99 59,49 0,605 59,38 63,10 70,64 1,386
Sat. C12,Cl4et C16 34,40 3561 36,89 0,534 39,97 42,16 47,16 1,316
T C18:1 20,81 ° . 2247 2405  05t7 17,72,°,18.84 2116 0575
TCIRSD, 3197, 401 4462 0490 238 2 5 Q1)
¥ insaturés’ 27,58 30,48 33,08 0,558 2352 2550 29,09 0,607
¥ monoinsaturés® 233802526 200 0520 20:295. 21,71+ 24,61 0:586
¥ polyinsaturés’ 420 539 6,16 0,202 3230 379 448 0158
>»CLAT 0% <155 185 @171 0,57 0,70 0,86 0,084
¥ Cig:te 322 o437 5515 70,358 1;89.74:2.30:5 +2;82++:0,165
Y C182tsans CLAt® 095 125 1,38 0,066 0,56. . 0,70 0,81 . 0,043
L C1L T brans £.CLAE % 2,00 . 2,72 - 504 0183 111.°: 1.36 .. 1,61 -009%
Trans total sans CLA t'? 4,35 5,88 6,83 0,365 2,56 3,17 397 70174
Trans total + CLA¢” 540 735 8,60 0,402 3487, 13834476+ 10,193
¥ oméga 3" 1,94 e 1B v 157D 05087 69457015 ol 43,0107
¥ oméga 6" Ville o 191 - 22 B0 1,80, 202 . 242, 80690

Légende:

Min. = minimum; Max. = maximum; X = moyenne; sx = écart-type

:C4aC10:1.%C12aC16:1¢.3: C17aC22:6.% C4aC10,C12,C12iso, C12 aiso, C13 iso, C14, C14 iso, C14 aiso, C15,
C15 iso, C16, C16 iso, C16 aiso; C17, C17 iso, C17 aiso, C18, C19, C20 et C22. 5 C10:1, C14:1¢ct, C16:1ct, C17 :1 ¢,
C18:1t4 a c14t16, C18 :2 ttNMID a C18 :2 ¢9¢15, C20 :1t a C20 :2 cc, C20 :3 (n-6) 4 C22 :6 (n-3). 5: C10:1, C14 :1 ct,
C16:1ct, C17 :1ct, C18:1t4 4 c14-16, C20:1t a C20:1 ¢11.7: C18 :2 -ttNMID & -c9¢15, C18 :3 -c6c9c12 +-c9c12¢15,
C18 :2 -c9t11 a C20 :2 cc, C20 :3 a C22 :6. & CLA total (somme C18 :2 -c9t11, -c9c11, -t9t11). %: C18 :1 -t4 a -t13-14.
19: C18 :2 trans (somme -ttNMID, -t9t12, -c9t13 + (t8¢12), -c9t12 + (ccMID + t8c13), -t11¢15 + t9¢12). '': C18 :2 trans +
CLA trans (somme -c9t11, -t9t11). ' C14 :1t, C16 :1t, C17 :1 t, C20 :1t, C18 :1 trans + C18 :2 trans (sans CLA trans).
3: C14 :1t, C16 :1t, C17 :1t, C20 :1t, C18 :1 trans + C18 :2 trans + CLA trans. ' C :2 -t11¢15 + ¢9¢15, C18 :3 c9¢c12¢15,
C20:3 n-3, C20:5, C22 :5 et C22:6. ': C18:1-t12 +-c12, C18:2 t19t12 + c9t12 +-¢9¢12, C18 :3 c6c9¢12, C20 :2 cc, C20
:3 n-6 et C20 :4 n-6.
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On constate, comme on pouvait s’y attendre que les teneurs en acides gras a
courtes et moyennes chaines ainsi que ceux qui sont saturés sont plus élevées en hi-
ver qu’en été. Inversement, on observe que les acides gras a longues chaines et que
les insaturés sont dominants en été.

Pour la comparaison des résultats des TFA et CLA, on s’est référé aux résultats
obtenus par Precht et Molkentin (32). Ces auteurs ont analysé les acides gras trans
apres élimination des isomeres cis sur couche mince. Notre méthode générale évite
cette étape, ce qui peut engendrer de petites différences dans les résultats.

Selon Precht et Molkentin (32), les teneurs moyennes mesurées durant ’année
des acides gras trans C18 :1 (somme t4-t16) et de trans C18 :2 (sans CLA, somme
des:-t9612;-c9¢13,::t8¢12,.: t8c13,1. 6982, 19¢12; i1l lel5).~5ént respectivement de
3,62 g/100 g et 0,63 g/100 g. En passant de la période d’hiver a celles de transition et
d’été, les teneurs moyennes en trans C18 :1 sont respectivement de 2,65, 3,80 et
5,08 g/100 g et celles en trans C18 :2 de 0,46, 0,66 et 0,87 g/100 g (32). Nos résultats
pour les acides gras trans C18 :1 de 2,30 g/100 g (1,89-2,82 g/100 g) pour les beurres
d’hiver et de 4,37 g/100 g (3,22-5,15 g/100 g) pour ceux d’été et pour les acides gras
trans C18 :2 (sans CLA trans) de 0,70 g/100 g (0,56-0,81 g/100 g) pour ceux d’hiver
et de 1,25 g/100 g (0,95-1,38 g/100 g) pour ceux d’été se situent dans le cadre des
données bibliographiques. Il est a remarquer que les teneurs en C18 :2 t9t12, iso-
meére particulierement important comme inhibiteur de la A6 désaturase et bien
séparé du -c9t13 sous nos conditions chromatographiques, sont inférieures a
0,03 g/100 g durant les 2 saisons et non d’env. 0,10 g/100 g (0,03-0,19 g/100 g)
comme signalé par d’autres auteurs (20).

Selon Precht et Molkentin (32), les teneurs en CLA se situent en moyenne de
’année vers 0,75 g/100 g (0,10-1,89 g/100g), vers 0,45 g/100 g dans la période hiver-
nale, vers 0,76 g/100 g durant la période de transition et a plus de 1,20 g/100g durant
la période de pature d’été. Nos résultats de 0,70 g/100 g (0,57-0,86 g/100 g) durant
Phiver et de 1,55 g/100 g (1,09-1,85 g/100 g) durant ’été confirment les résultats
susmentionneés.

Quant aux teneurs en acides gras oméga, on constate que celles en oméga 3 sont
plus élevées en été qu’en hiver alors que celles en oméga 6 restent plus ou moins
constantes durant les 2 saisons. Le rapport oméga 3 : oméga 6 est d’environ 1 :2
pour la graisse de lait, ce qui correspond a une valeur optimale du point de vue
nutritionnel.

Conclusions

En raison de 'importance toujours plus grande accordée aux acides gras dans les
denrées alimentaires, particulierement des nombreux acides gras trans (TEA), conju-
gués (CLA), oméga 3 et oméga 6, leur dosage par GC sur colonne capillaire CP-
Sil 88 de 100 m avec mode d’injection «on column» et programme de température du
four peut étre recommandé. Par rapport au mode «split», ce mode d’injection per-
met de diminuer les risques de discrimination entre acides gras de volatilités trés dif-
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férentes, particulierement caractéristiques de la graisse de lait. La précision de la mé-
thode proposée se situe largement dans la cadre des exigences mentionnées dans la
norme /SO 15885 (24). En raison du grand nombre d’acides gras dosés (env. 70), il
serait préférable d’employer la nomenclature systématique selon IUPAC, d’ailleurs
plus simple 2 mémoriser, de fagcon a ne pas mélanger les nomenclatures triviale et of-
ficielle dans les rapports d’analyse.

Les ordres d’élution des pics, identifiés sur la base de substances de référence, de
recoupements bibliographiques entre divers auteurs en tenant compte des acides
gras et de leurs concentrations connues dans la graisse de lait différent parfois de
ceux décrits dans la littérature (mode d’injection «spliz» et température isotherme).
C’est le cas pour les acides gras C14 a C17 qui, dans nos conditions chromatogra-
phiques sont élués dans ordre saturés, iso, monoinsaturés trans, anteiso et mono-
insaturés cis. Leurs concentrations correspondent aux valeurs publiées sauf pour
les acides gras C15 aiso, C17 iso et C17 :1 cis, en concentrations négligeables
(< 0,05 g/100 g) dans la graisse de lait, faussement identifiés et donc dosés (concen-
trations environ 10 fois trop élevées) par divers auteurs (41, 42).

Les TFA sont relativement bien séparés sur une colonne de 100 m et nos résul-
tats correspondent aux valeurs publiées. On peut toutefois constater des différences
dues au fait que les résultats ont été obtenus avec des dosages moins précis dans le
cadre du présent travail puisqu’ils n’ont pas requis I’élimination préalable des iso-
meéres cis sur couche mince. Ces différences doivent étre aussi relativisées en raison
de données physiologiques lacunaires, leurs auteurs n’étant pas encore a3 méme
d’identifier clairement tous les acides gras trans a risques du point de vue cardiovas-
culaire. Parmi les acides gras trans C18 :2, I'isomere t9t12 C18 :2, un des inhibiteurs
reconnus de la A6 désaturase, est bien séparé de I'isomere ¢9t13 C18 :2. Sa concen-
tration dans la graisse de lait est en fait négligeable (env. 0,03 g/100 g) et non d’env.
0,10 g/100 g, valeur incorrecte (32) due a une mauvaise séparation chromatogra-
phique de 'isomeére c9t13 C18 :2 (32).

Pour les CLA, on obtient des résultats comparables a ceux indiqués dans la bi-
bliographie récente. En général, les augmentations souhaitables de leurs teneurs
dans les beurres d’été sont malheureusement accompagnées de celles, indésirables,
des teneurs en acides gras trans C18 :1 et trans C18 :2 (32). Les acides gras oméga 3
et oméga 6 sont présents en concentrations respectives de 0,9-1,8 g et 2 g d’acides
par 100 g de graisse et le rapport oméga 3 : oméga 6, inférieur a 2 :1 est considéré
comme optimal du point de vue nutritionnel.

Quant aux compositions en acides gras de beurres d’hiver et d’été provenant de
’ensemble de la Suisse, elles ne se différencient pas de celles obtenues dans d’autres
pays européens.
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Résumé

Une méthode de dosage de la composition en acides gras (env. 70 acides gras) de
la graisse de lait par GC sur colonne capillaire CP-Si/ 88 de 100 m avec mode d’in-
jection «on column» a été optimisée et validée selon la norme 7SO 17025. Ce mode
d’injection a été choisi en raison des risques moindres de discrimination par rapport
au mode «split» entre acides gras de volatilités tres différentes particulierement ca-
ractéristiques de la graisse de lait. Les pics ont été identifiés sur la base de substances
de référence, de recoupements bibliographiques entre divers auteurs en tenant
compte des acides gras et de leurs concentrations connues dans la graisse de lait. Les
acides gras C14 a C17 sont élués dans 'ordre saturés, iso, monoinsaturés trans, an-
teiso et monoinsatures cis. Leurs concentrations correspondent aux valeurs connues
sauf pour quelques acides gras iso, anteiso et cis bien séparés et identifiés dans nos
conditions dont les concentrations sont parfois nettement différentes de celles indi-
quées dans la bibliographie. Lisomere C18 :2 t9t12, un des inhibiteurs reconnus de
la A6 désaturase, est par exemple nettement séparé de 'isomere c9t13 C18 :2 et sa te-
neur dans la graisse de lait est inférieure 2 celle publiée. Pour les comparaisons entre
beurres d’été et d’hiver suisses, les résultats obtenus sont comparables a ceux des
autres pays européens.

Zusammenfassung

Eine Methode fiir die Bestimmung der Fettsaurezusammensetzung von Milch-
fett (ung. 70 Fettsiuren) mittels Gaschromatographie auf einer 100 m langen
Kapillarsiaule CP Sil 88 wurde optimiert und nach 7SO 17025 validiert. Als Ein-
spritzverfahren wurde die «on column» Einspritzung aufgrund der kleineren Dis-
kriminierungsrisiken gegeniiber der «spliz» Technik gewidhlt. Dies ist besonders
wichtig fiir Milchfett, wegen der stark unterschiedlichen Fliichtigkeit der Fettsiu-
ren. Die zahlreichen Peaks wurden auf Basis der Referenzsubstanzen und nach den
Literaturangaben zwischen verschiedenen Autoren unter Bertcksichtigung der ty-
pischen bekannten Fettsiuren und deren Konzentrationen im Milchfett identifi-
ziert. Die Fettsauren C14 bis C17 sind in der Rethe gesattigt, iso, monoungesdttigt
trans, anteiso und monoungesattigt cis eluiert. Fur einige dieser Fettsauren wurden
in der Literatur zu hohe Gehalte angegeben. Mit unserer Methode kann das Isomer
C18 :2 t9t12, eine der anerkannten Inhibitoren der A6 Desaturase, vollstindig vom
Isomer C18 :2 ¢9t13 getrennt werden, was zu tieferen Gehalten fiihrt als in der Lite-
ratur. Die Analyse von Sommer- und Winterbutter aus der Schweiz hat vergleich-
bare Resultate wie in anderen europdischen Lindern gegeben.

Summary «Analysis of the Fatty Acid Composition of the Milk Fat. |. Opti-
misation and Validation of a General Method Adapted to the Research»

A method for the determination of the fatty acid composition (70 fatty acids) of
milk fat by gas chromatography on a capillary column CP-Si/ 88, 100 m with «on
column» injection mode was optimised and validated according to norm 7SO 17025.
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The injection mode was chosen in place of the «split» mode because of the lower
risk of discrimination between very different volatile fatty acids which are a charac-
teristic of milk fat. The peaks were identified based on reference substances and
published identifications under consideration of known types and concentrations of
fatty acids of milk fat. The fatty acids C14 to C17 were eluted in the following or-
der; saturated, iso, mono-unsaturated trans, anteiso and mono-unsaturated cis. Their
concentrations corresponded to known values except for several iso and aiso fatty
acids which were well separated and identified under our conditions but whose con-
centrations were sometimes distinctly different from those found in the literature.
Also, the isomer C18 :2 t9t12, a well known inhibitor of A6 desaturase, was well
separated from the isomer c9t13 C18 :2 and their concentrations in milk fat were be-
low those previously published. Comparison between Swiss summer and winter
butter yielded results similar to those of other European countries.

Key words
FAME, Milk fat, Analysis, CLA, TFA, Capillary gas chromatography
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