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Introduction

La matiére grasse (MG) laitiére contient de nombreux acides gras trans (AGT)
qui sont formés dans le rumen de la vache par biohydrogénation bactérienne des
acides polyinsaturés de la MG des fourrages (1). Une méthode de dosage de la com-
position en acides gras de la matiere grasse laitiére développée a la FAM permet de
doser plus de 25 AGT (2). Ces AGT ont suscité un grand intérét aupres des spécia-
listes en nutrition dans les années 90 depuis la parution d’un travail de Willett et al.
(3). Dans cette étude (Nurses’ Health Study) dans laquelle 69181 femmes ont été
prises en compte durant huit ans, la consommation en AGT a pu étre corrélée signi-
ficativement avec les maladies cardiovasculaires chez 431 femmes. Cependant, ces
corrélations ne concernaient pas les graisses animales dans lesquelles ’acide trans-
vaccénique (C18:1 t11) est prédominant mais les graisses végétales hydrogénées
dans lesquelles I'acide trans-élaidique (C18:1 t9) est présent en concentration trés
élevée. Une autre étude de ce groupe a dailleurs démontré plus tard que les AGT
d’origine animale n’étaient pas corrélés avec une augmentation des risques cardio-
vasculaires (4). Un grand nombre d’autres influences des AGT sur le métabolisme
comme une élévation du taux de lipoprotéines LDL (Low Density Lipoproteine)
dans le sérum du sang ou une augmentation du besoin en acides gras essentiels fut
observé (5). Ces effets sont la raison pour laquelle la FDA (Food and Drug Admi-
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nistration) (6) a récemment proposé que les teneurs en AGT soient dorénavant ind;-
quées dans les valeurs nutritives des aliments consommés aux Etats-Unis.

Parmi les AGT de la MG laitiére, les acides linoléiques conjugués (CLA=
Conjugated Linoleic Acids) tels que les isoméres C18:2 -cis () 9 trans (t)11, -t11
c13, -t9¢11, -t9t11, -c10t12, -t10c12, -t10t12 ont été beaucoup étudiés ces dernieres
années. L'acide octadécadiénoique c9t11 ou acide ruménique représente a lui seul
plus du 82% des CLA de la MG laiti¢re (7). Il se forme par action de la bactérie
Butyrivibrio fibrisolvens (8) du rumen de la vache sur les acides gras polyinsaturés
du fourrage ainsi que de maniére endogéne par action de la cis A9 désaturase (9) sur
Iacide trans-vaccénique dans les tissus de I’lhomme (10) et des animaux (11). Ces
CLA trans ont entre autres des propriétés antiathérogénes et surtout anticancéri-
genes ches les animaux (11-13). C’est surtout le cas pour I’acide ruménique, consi-
déré comme le composant le plus efficace contre le cancer, en particulier du cancer
du sein. Les teneurs en CLA de la MG du lait peuvent &tre influencées par ’affoura-
gement des vaches, notamment la ration (14), addition d’huiles comestibles (14,
15-17) ou de graines de colza ou de soja (18). D’autres facteurs déterminants sont la
race des vaches (19), I’4ge de I’animal (14), la saison (2, 20, 21) et Ialtitude (22).

Le dosage des AGT est habituellement effectué par chromatographie gaz-
liquide (GLC) des esters méthyliques obtenus par transestérification de la MG lai-
tiere. Les isomeres trans C18:1 (23) doivent d’abord &tre séparés des isoméres cis
par chromatographie sur couche mince imprégnée de nitrate d’argent selon la
méthode ITUPAC 2.208 (24) adaptée par Ulberth et Henninger (25) ou par Molken-
tin et Precht (23). Les esters méthyliques des isomeres trans C18:2 peuvent &tre
dosés directement sans séparation préalable sur couche mince argentée selon les
méthodes de Precht et Molkentin (26) ou Collomb et Biibler (2). La méthode GLC
la plus performante pour le dosage des CLA est celle selon Precht et Molkentin (27)
qui permet de doser 11 CLA ou mélanges de CLA, dont la plupart ne sont malheu-
reusement pas été identifiés.

Le but du présent travail consiste & doser les teneurs en AGT et en CLA par
GLC dans des MG laitieres d’hiver de plaine et d’été provenant de diverses altitudes
par chromatographie gaz liquide selon trois méthodes complémentaires et & compa-
rer les résultats obtenus.

Partie expérimentale

Provenance des échantillons de MG analysés

Quarante échantillons de MG laitiére ont été analysés. Dix échantillons sont des
MG produites en hiver. Il s’agit de 10 beurres (de choix et de petit lait) provenant de
cinq grandes centrales beurrieres suisses. Les trente autres échantillons ont été pro-
duits en été. Ils proviennent de lait mélange provenant de 3 altitudes différentes
(10 laits produits en plaine 3 une altitude se situant entre 600 et 650 m, 10 laits pro-
duits en zone montagnarde 3 une altitude se situant entre 900 et 1210 m et 10 laits

460 Mitt. Lebensm. Hyg. 93 (2002)



produits en zone subalpine a une altitude se situant entre 1275 et 2120 m). Ces
30 laits ont été prélevés dans le cadre d’un projet étudiant les relations existantes
entre la composition botanique des pitures et celle de la matiére grasse laitiére 3
différents étages de végétation (28—31). Le nombre de vaches prises en compte était
de 45-50 en plaine, quatre a six troupeaux de 10 30 vaches en montagne et 57 2
88 vaches a |’étage subalpin.

Méthodes de dosage des acides gras trans et des CLA
Les esters méthyliques des AGT et des CLA ont été dosés par chromatographie
gaz-liquide selon trois méthodes différentes:
a) selon la méthode générale a haute performance selon Collomb et Biihler (2)
avec laquelle une isolation des AGT sur couche mince argentée est omise
(GC direct). Elle permet de doser tous les AGT C18:2 de la MG laitiére
(C18:2-19t12; ~(c9t13+1t8c12); -(c9t12+-t8c13) et -(t11c15+1t9c12)), les
AGT C18:1 les plus représentatifs (trans 4, 5, 6 +7+8, 9, 10+ 11, 12) ainsi que
les CLA principaux (C18:2 -(c9t11+c,t/t,c 7,9+8,10)'; -(c9c11+t11,13) et
-t9t11)).
b) selon la méthode proposée par Molkentin et Precht (23) avec un programme
de température du four lent (27) qui permet de doser tous les AGT C18:1
(trans 4, 5,6+7+8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 et 16) apres isolation des isoméres
trans sur couche mince argentée (AgTLC-GC (TLC=thin layer chromato-
graphy))”.
c) selon Precht et Molkentin (27) (GC direct) qui permet de doser 11 CLA ou
mélanges de CLA.
Remarque: Pour le calcul des teneurs en AGT selon b) et des CLA selon ¢), une
méthode générale telle que celle selon a) est nécessaire afin de quantifier le ou les
acides gras choisis comme standards internes.

Réactifs
Les réactifs correspondent a ceux indiqués dans les publications des trois
méthodes de dosage employées (2, 23, 27).

Appareillage
Etuve thermostatée, environ 50°C. Balance de précision, résolution 1 mg.
Plaques de gel de silice 60 en verre, 20X 20 cm avec indicateur de fluorescence, épais-

'Par GC direct, I'acide ruménique ne peut &tre séparé des isoméres 7, 9 et 8, 10. Par mesure de
simplification et en accord avec un principe généralement appliqué dans la chimie des MG, on
n’indiquera que P'isomére principal (C18:2 c9t11) dans la suite de ce travail.

2Un programme de température du four rapide, non utilisé dans cette étude, permet de séparer les
AGT C18:14,5,6+7+8,9,10, 11, 12, 13+14, 15 et 16 de maniére convenable en 55 min. Cepen-
dant, on peut avoir des problemes d’intégration pour les AGT C18:1 t10 et t11 dont les pics
chromatographiques ne sont pas enti¢rement séparés ’'un de I'autre.

Mitt. Lebensm. Hyg. 93 (2002) 461



seur de couche: 0,25 mm, (p. ex. Merck, Darmstadt), Linomat III (Camag, Mut-
tenz). Tubes 2 essai de 10 ml avec fermetures 2 vis, munis de septa en téflon. Fioles
de 2 ml pour passeur d’échantillons, p. ex. Crimp top vial 2-CV et bouchons pour
fioles, p. ex. Crimp cap 11-AC-TST 1 (Infochroma, Zoug). Micro-pipettes Capilet-
tor 5 et 10 pl (Boehringer Mannheim, Rotkreuz). La méme colonne a été utilisée
pour les différentes méthodes employées: 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,
minimum 300000 plateaux théoriques, no art. 7489 (P.H. Stehelin & Cie AG, Bile).
Précolonne: Methyl deactivated non polar, longueur 20 c¢m, 0,53 mm d. i., Art. no
8009 (P.H. Stehelin & Cie AG, Bile). 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, Urdorf).

Préparation des esters méthyliques d’acides gras

La matiére grasse est extraite des produits laitiers selon une norme FIL qui pro-
pose des techniques d’extraction rapides (32). La transestérification des graisses en
esters méthyliques d’acides gras est effectuée par une solution de KOH dans le
méthanol selon la norme FIL (33) en concordance avec Collomb et Bihler (2).

Séparation des AGT C18:1 sur couche mince argentée

Cette séparation correspond 2 celle utilisée par Molkentin et Precht (23) avec
diverses modifications. C’est pourquoi ’ensemble du processus est décrit ci-apres.

Les plaques de gel de silice sont d’abord immergées dans une solution aqueuse
de 5 g par 100 ml de nitrate d’argent pendant env. 30 min, séchées i env. 35°C dans
une étuve, activées 3 120°C pendant 30 min et laissées refroidir 3 température
ambiante (ces plaques doivent &tre utilisées dans un espace maximal d’une heure).
70 ul d’une solution de 0,5 g de MG transesterifiée dans 5 ml d’hexane obtenus selon
Collomb et Biibler (2) sont appliqués sous forme de fines bandes de 5 mm de largeur
(laisser libre un espace de 1,5 cm par c6té) a 'aide du Linomat III. Les AGT sont
élués par une solution d’heptane: éther diéthylique 90:10 (v/v) (env. 1 h). Les
plaques séchés 2 l’air dans un endroit sombre sont ensuite vaporisées par une solu-
tion de 0,2 g de 2,7-dichlorofluorescéine dans 100 ml d’isopropanol. Les AGT sont
visualisés sous lumiére UV i 366 nm (trois bandes sont visibles, du haut vers le bas
de la plaque de gel de silice : AG saturés, trans puis cis), la bande centrale corres-
pondante aux AGT est marquée au crayon, raclée et extraite 3 fois par 5 ml d’éther
diéthylique, suivie chaque fois par une centrifugation rapide de 2 min a env. 500 g.
Les extraits combinés sont évaporés a sec 3 I'aide d’un flux d’azote, le résidu est
encore extrait quatre fois avec 250 pl d’éther diéthylique. Les extraits éthérés sont
introduits dans le flacon d’injection, évaporés i sec et redissous par 80 pl d’heptane.
Apres fermeture et agitation, on injecte 1,0 pl de la solution (seringue de 5 pl).
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Conditions chromatographiques
Comme les conditions chromatographiques peuvent légérement différer de
celles données dans les méthodes, elle sont indiquées ci-dessous.

Pour le dosage des AGT par GC direct selon Collomb et Biihler (2)

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). Détécteur FID, 255°C. Pro-
gramme de température : 60°C, 5 min, rampe de 14°C/min jusqu’a 165°C, 1 min. 2
165°C, rampe de 2°C jusqu’a 225°C, 17 min 4 225°C. Temps total : 60 min. Volume
injecté : 0,5 pl (seringue de 5 pl).

Pour le dosage des AGT C18:1 par AgTLC-GC selon Molkentin et Precht (23)

Gaz porteur : hydrogéne. Pression constante 4 I’entrée de la colonne : 200 kPa
(1,6 ml/min, 34 cm/s). Injecteur: 255°C, mode split 100:1. Détecteur: FID,
280°C. Température du four : 120°C, isotherme. Temps total : 270 min. Volume
injecté : 1,0 pl (seringue de 5 pl).

Pour le dosage des CLA par GC direct selon Precht et Molkentin (27)

Gaz porteur : hydrogéne. Pression constante i I’entrée de la colonne : 160 kPa
(1,1 ml/min, 27 em/s). Injecteur 255°C, mode split 100:1. Détecteur FID, 255°C.
Programme de température: 125°C, 0 min, rampe de 1°C/min jusqu’a 240°C.
Temps total : 115 min. Volume injecté : 1,0 pl (seringue de 5 pl).

Calcul de la composition en AGT et en CLA
Le calcul des résultats obtenus selon Collomb et Biibler (2) (en g par 100 g de
MG ; standard interne : acide nonanoique) est donné dans la publication y relative.
Les concentrations en AGT C18:1 selon Molkentin et Precht (23) et celles des
CLA selon Precht et Molkentin (27) sont respectivement calculées par rapport aux
concentrations en AGT C18:1 t10 et t11 et en AGT C18:2 c9t11 obtenues selon
Collomb et Biibler (2):

A(AGT)
A(AGTis)

¢(AGTi) = concentration de PAGT i doser en g/100 g de MG

c(AGTis) = concentration de ’AGT utilisé comme standard interne obtenue selon
Collomb et Biibler (2)

A(AGTI) = surface du pic chromatographique de ’AGT i  doser

A(AGTis)= surface du pic chromatographique de 'AGT utilisé comme standard

interne

c(AGTi)=c(AGTis) x
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Précision des trois méthodes employées (2, 23, 27)
La répétabilité (r) a été déterminée a partir des 40 MG laitiéres analysées 2
double (80 pesées). Elle a été calculée avec la formule suivante :

%di2
V=1
Sr= S
r=2,83xSr

Sr = écart-type de la répétabilité

d; = différences entre les déterminations i double
m =nombre de déterminations i double

r =répétabilité

Analyses statistiques

L'analyse de variance et les comparaisons par paire des valeurs moyennes avec
le test Fisher LSD ont été exécutées avec le programme Systat pour Windows, ver-
sion 9,0.

Résultats et discussion

La figure 1 présente le chromatogramme partiel des AGT C18:1 et C18:2
obtenu selon Collomb et Biibler (2), la figure 2 celui des AGT C18:1 selon Molken-
tin et Precht (23) obtenu avec un programme de température lent, la figure 3 le chro-
matogramme partiel des CLA obtenu selon Collomb et Biihler (2) et la figure 4 celui
des CLA selon Precht et Molkentin (27).

Dans la méthode générale selon Collomb et Biibler (2), les AGT C18:2 (fig. 1)
peuvent &tre déterminés sans recouvrement avec des isomeéres cis. Il en est de méme
pour les AGT C18:1 t 4 2 t12. Par contre, le pic des AGT C18:1 t13—14 apparait 2
un temps de rétention identique 2 celui des acides gras C18:1 c6+7+8, celui de
PAGT C18:1 115 2 celui de I’acide oléique (C18:1 c9) présent en concentration éle-
vée dans la MG laitiere et celui de PAGT C18:1 t16 i celui de FAGT C18:1 c14.
Seule la méthode de dosage des AGT C18:1 selon Molkentin et Precht (23) (fig. 2)
permet un dosage correct de tous les AGT C18:1 avec en plus une séparation des
isoméres C18:1 t10 et t11 non séparés selon la méthode de Collomb et Biibler (2).

Le tableau 1 présente les valeurs de répétabilité pour les AGT C18:1 et C18:2
obtenues selon la méthode de Collomb et Biibler (2) comparée i celles analysées
pour les AGT C18:1 selon Molkentin et Precht (23) et le tableau 2 celles pour les
CLA obtenues selon la méthode de Precht et Molkentin (27).
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cie
Ci8:1cis 9

C18:1 trans 10-11

,f
C18:1 trans 4
| Ci8:1trans 5

18:2 cis 9, trans 12 + (cis, cis-MID + trans 8, cis 13}
C18:2cis 9, cis 12

C18:2¢is 9, cis 15

C18:1 trans 13-14 + cis 6-8

C18:2 cis 9, trans 13 + (trans 8, cis 12)
C18:2 trans 11, cis 15 + trans 9, cis 12

C18:2 -trans, trans-NMID

C18:2 frans 9, trans 12

C18:1 trans 9
C18:1 trans 12

Temps de rétention (min)

Figure 1 Chromatogramme partiel des acides gras trans C18:1 et C18:2 de la ma-
tiére grasse du lait obtenu a I'aide de la méthode générale selon Collomb
et Biihler (2)

C18:1 trans 11

I T ;
SELHINE B

Temps de rétention {min)

Figure 2 Chromatogramme partiel des acides gras trans C18:1 de la matiere
grasse du lait obtenu a l'aide de la méthode selon Molkentin et Precht
(23)
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C18:3cis 9, cis 12, cis 15
C18:2¢is 9, trans 11

C18:2 trans 11, cis 13 +cis 9, cis I1

C18:2 trans 9, trans 11
C20:2 <is, cis {n-6)

T T T T Ty orTrT T
37 37.5 38 385 39 39.5
Temps de rétention (min)

Figure 3 Chromatogramme partiel des acides gras linoléique conjugués (CLA) de
la matiére grasse du lait obtenu a l'aide de la méthode générale selon
Collomb et Biihler (2)

C18:2¢is 9, trans 11
C18:2cis 9,cis 11

CLA4

ClLA2+3

C1B:2 trans 9, cis 11

Ci8:2trans 9, trans 11 + CLAS

C18:2 trans 10, cis 12

Hrr—r— T R e -
64 65 66 67 68 69 70
Temps de rétention (min)

Figure 4 Chromatogramme partiel des acides gras linoléique conjugués (CLA) de
la matiére grasse du lait obtenu a I'aide de la méthode selon Precht et
Molkentin (27)
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La différence absolue entre deux résultats distincts obtenue par le méme opéra-
teur avec le méme appareillage sur la méme graisse de lait dans un court laps de
temps ne doit pas dépasser les valeurs de r tabulées pour un intervalle de confiance
de 95%. La norme ISO 15885 (34) spécifie que la différence entre deux détermina-
tions pour des constituants présents i des concentrations supérieures 2 5 g/100 g ne
doit pas &tre supérieur 3 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/100 g, cette dif-
férence ne doit pas excéder 12 % relatif avec un maximum #e 0,5 g/100 g en absolu.
Nos résultats se situent largement dans le cadre de ces exigences.

Tableau 1
Répétabilité r des teneurs en AGT de la MG laitiére selon deux méthodes de
dosage (40 paires d’échantillons; g d’acides par 100 g de graisse de lait)

Acide gras trans Meéthode selon
Collomb et Bihler (2) Molkentin et Precht (23)

Clé:1t 0,002 n.d.
Clé1t 0,011 n.d.
Ci17:1t 0,006 n.d.
C18:1 t4 0,006 0,025
C18:1 5 0,003 0,024
C18:1t(6+7+8) 0,048 0,076
C18:1 9 0,070 0,087
C18:1t10 nd. 0,067
C18:1tl1 n. d. 0,158
C18:1t10+11 0,134 n. d.
C18:1 t12 0,026 0,044
C18:1t13 n.d. 0,083
C18:1 t14 nd. 0,074
C18:1 t (13+14) +c(6+7+8) 0,044 n.d.
Ci18:1t15 n.d. 0,049
C18:1t16 n.d. 0,097
C18:1 (t16+c14) 0,028 n.d.
C20:1¢ 0,009 n.d.
C18:2 ttNMID 0,021 n.d.
C18:2 19t12 0,008 n.d.
C18:2 c9t13+1t8c12 0,024 n.d.
C18:2 c9t12+18c13 0,027 n.d.
C18:2 t11c15+1t9c12 0,021 n.d.
C18:2 911 0,055 n.d.
C18:2 t11 c13+c9clt 0,013 n.d.
C18:2 t9t11 0,010 n.d.
3 C18:1 trans 0,2181 0,4042
Y. trans sans CLA trans 0,281 n.d.
3 CLA trans? 0,055 n. d.
3. C18:2 trans sans CLA trans 0,092 n.d.

Légendes : AGT=acides gras trans ; MG=matiére grasse ; t=trans ; c=cis ; CLA=Conjugated linoleic acid ;
ttNMID = trans, trans non methylene interrupted diene ;
1IC18:1 14 2 t16+¢14;23C18:1 14 3116 ;2% C18:2 ¢t11, {t11c13+¢9¢11)+19t11 ; n. d.=non déterming.
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Tableau 2
Répétabilité r des teneurs en CLA de la MG laitiére selon Precht et Molkentin (27)
{40 paires d'échantillons ; g d’acides par 100 g de graisse de lait)

Acides gras trans Répétabilité r
C18:2 c9t11 0,055
C18:2 t9c11 0,002
C18:2t10c12 0,001
C18:2 ¢9c11 (CLA cis) 0,004
CLA n.i. 1 0,003
CLAn.i2+3 0,004
CLAn.i 4 0,003
CLAt9t11 +CLAN.1.5 0,002
CLAn.i6 0,004
CLAn.i.7+8 0,003
CLAn.i9 0,001
Y CLA cis et trans 0,068
Y. CLA trans connus! 0,055

Légendes: voir tableau 1; 'Y C18:2 ¢9t11+1t9¢11+t10¢12 ; n. i.=non identifié.

Composition en acides gras trans des MG laitiéres analysées

Le tableau 3 donne les teneurs moyennes, les écart-types ainsi que les valeurs
minimales et maximales des AGT C18:1, C18:2 et des CLA de la MG laitiére obte-
nus par GC direct selon Collomb et Biibler (2) ainsi que des AGT C18:1 obtenus
par AgTLC-GC selon Molkentin et Precht (23) pour les 40 MG laitiéres.

Les AGT C18:1 t4 4 t12 étant bien isolés avec les deux méthodes, leurs concen-
trations devraient &tre similaires en raison des acides C18:1 t10+11 quantifiés selon
Collomb et Biibler (2) servant de standard interne pour doser les AGT selon Mol-
kentin et Precht (23). Avec cette derniére méthode, on remarque cependant des
pertes en AGT C18:1 -t6+7+8 et -9, attribuables 4 Iisolation des AGT sur couche
mince. Toutefois, ces pertes sont faibles (de I'ordre de 0,1 g/100 g de MG) et les
sommes des teneurs en AGT C18:1 t4 a t12 de I'hiver 2 I’été en zone subalpine sont
trés proches (resp. 2,03, 2,65, 4,47 et 6,19 g/100 g selon Collomb et Biihler (2) et
resp. 1,90, 2,55, 4,27 et 6,01 g/100 g selon Molkentin et Precht (23)).

En comparant les résultats obtenus selon les deux méthodes avec ceux de la litté-
rature (tableaux 4 et 5), on remarque que les valeurs pour les périodes hivernale et
estivale en plaine et en montagne se situent en général dans les domaines de concen-
trations obtenues par d’autres auteurs. En zone subalpine cependant, les domaines
de concentrations des AGT C18:1 t10+11 (4,65-6,04 g/100 g) et de I'acide rumé-
nique (1,98-2,41 g/100 g) obtenues selon Collomb et Biibler (2) ainsi que de celui de
I’acide trans-vaccénique (4,37-5,67 g/100 g) dosé selon Molkentin et Precht (23) se
situent nettement en dessus de ceux de la littérature (tableau 4: resp. 0,52—4,26 g/
100 g pour le C18:1 t10+11, 0,25~-1,95 g/100 g pour I’acide ruménique et 0,52—
4,0 g/100 g pour I’acide trans-vaccénique). Les teneurs élevées de la somme des
AGT C18:1 aux altitudes élevées (p. ex. en zone subalpine: 7,39 g/100 g de MG
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Tableau 4
Revue de la composition en acides gras trans C18:1 et C18:2 dans la MG laitiere
selon des données bibliographiques (moyennes annuelles) (g/100 g)

Acides gras trans n X sx  Min. Max. Références/Pays
Clé:1t 27 0,13 0,06 005 0,25 Molkentin et Precht (35)/D
Clé:1t 24 0,11 0,030 0,07 0,15 Wolff (36)/F

C18:1t4 100 005 0022 002 013

C18:115 100 005 0025 002 012

C18:1 t (6+7+8) 100 017 0055 003 030 /

C18:1 19 100 024 0037 016 0,31

C18:1¢10 83 0,17 0,046 0,00 0,26 Prechtet Molkentin (41)/D
C18:1 t11 83 175 0985 052 4,00

C18:1t12 100 021 0043 011 031

C18:1t13+14 100 0,48 0,111 0,25 0,73

C18:1 115 100 028 0083 0,10 047

C18:1t16 100 034 0,070 016 051

3, C18:1 trans 1756 3,83 1,344 1,91 6,34

3, C18:1 trans 2098 3,70 n.i. 1,29 7,31 Precht et Molkentin (40)/D
3, C18:1 trans 31 3,33 099 1,75 520 Henningeret Ulberth (37)/A
> C18:1 trans 24 3,75 0,46 246 5,18 Wolff (36)/F

C18:2 ttNMID 11 019 0085 010 038

C18:2 t9t12 11 0,09 0,023 0,06 0,12

C18:2 c9t13+18¢12 100 011 0027 007 0,16

C18.2 t9t12+t8c124+c9t13 100 022 0,059 005 037 Precht et Molkentin (26)/D
C18:2 t8¢c13+ccMID 100 011 0028 004 020

C18:2 c9t12 100 010 0026 005 0.16

C18:2t9¢12 100 0,07 0,049 0,02 0,48

C18:2 t11c15 100 033 0,150 004 068

C18:2 c9t11 238 081 0392 025 195

2 C18:2 trans sans CLA 100 0,99 0,250 0,56 1,58

et C18:2 ttNMID

2 C18:2 trans sans CLA 1756 0,63 ni. 0,11 1,41 Precht et Molkentin (40)/D
et C18:2 tNMID

Légendes: ccMID=cis, cis methylene interrupted diene ; D=Allemagne ; F=France, A=Autriche ; autres |égendes :
voir tableau 1.

selon la méthode de Molkentin et Precht (23) sont surtout dues 2 celles de I'acide
trans-vaccénique (en zone subalpine: 5,07 /100 g de MG). Selon Precht et Molken-
tin (40), la graisse de lait contient en moyenne 3,70 g/100 g (1,29 2 7,31 g/100 g;
n=2098 MG laitieres) ’AGT C18:1 et 0,63 g/100 g (0,11 4 1,41 g/100 g ; n=1756
MG laitiéres) I’AGT C18:2, CLA trans non compris.

Quant aux influences des saisons et de I’altitude, on remarque pour les deux
méthodes que les concentrations en AGT individuels indiqués en caractéres gras
augmentent significativement (P <0,05) de ’hiver 4 1’été et en fonction de I'altitude
durant la période estivale. Les autres AGT individuels sont tous présents en concen-
trations les plus élevées en zone subalpine, mis 2 part les AGT C18:1 t6+7+8 et t9
et ceux présents en concentrations de 'ordre de 0,01 2 0,03 g/100 g de MG pour la
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Tableau 5

Revue de la composition en acides gras trans (AGT) individuels C18:1 et des ¥ en
AGT C18:1 et C18:2 dans des MG laitiéres allemandes produites durant différentes
périodes de lactation selon Precht et Molkentin (27)

Acides gras Hiver (n=827)  Transition (n=236) Eté (n=593)  Références
trans X (Min.—Max.) X (Min.—Max.) X (Min.—Max.)

C18:1 14 0,05 (0,02-0,07) 0,05 (0,04-0,07) 0,05 (0,03—0,08) (38)
C18:1 t5 0,05 (0,02-0,11) 0,04 (0,01-0,06) 0,05 (0,00-0,07)
C18:1t(6+7+8) 0,13 (0,07-0,20) 0,17 (0,12-0,22) 0,21 (0,16-0,27)

C18:119 0,21(0,16-0,29) 0,24 (0,21-0,27) 0,26 (0,20-0,30)

C18:1t10 0,16 (0,04-0,33) 0,17 (0,04-0,26) 0,18 (0,03-0,29)

C18:1 t11 0,93 (0,35-1,96) 1,78 (0,85-2,73) 2,87 (1,45—4,43)

C18:1t12 0,19 (0,10-0,26) 0,22 (0,18-0,29) 0,24 (0,19-0,31)
C18:1t13-14 0,42 (0,00-0,63) 0,52 (0,38-0,81) 0,57 (0,41-0,85)

C18:1t15 0,22 (0,04-0,33) 0,29 (0,18-0,46) 0,37 (0,19-0,48)

C18:1t16 0,29 (0,11-0,44) 0,35 (0,21-0,46) 0,39 (0,24-0,52)

3. Ci8:1trans  2,65(1,29-4,21)  3,80(2,71-4,94) 5,08 (3,28-6,75)

C18:2 c9t11 0,45(0,10-1,05) 0,76 (0,19-1,19) 1,20 (0,49-1,89) (39)
3 Ci8:2trans 0,46 (0,11-0,95) 0,66 (0,40-1,14) 0,87 (0,54—1,41) (40)

Légendes : voir tableau 1.

méthode selon Collomb et Biibler (2) ainsi que de Iisomére C18:1 t6+7+8 pour
celle selon Molkentin et Precht (23). Quant aux sommes des concentrations des
divers AGT C18:1 et C18:2 ainsi que des CLA, elles augmentent toutes significati-
vement pour les deux méthodes de I’hiver 2 1été en plaine et en fonction de Ialtitude
durant la période estivale. Enfin, on remarque pour les deux méthodes que, mis 2
part PAGT C18:1 t9, les teneurs de tous les AGT présents en concentration supé-
rieure 4 0,12 g/100 g de MG augmentent significativement de la période hivernale 2
la période estivale.

Selon Precht et Molkentin (41), la concentration de I’acide trans-vaccénique
représente approximativement le 90% de la concentration totale des 2 isoméres
C18:1 t10+11 qui ne peuvent pas étre séparés sous les conditions chroma-
tographiques proposées par Collomb et Bibler (2). Le résultats présentés dans le
tableau 6 confirment les indications de Precht et Molkentin (41) et indiquent en plus

Tableau 6
Part centésimale des teneurs en acide trans vaccénique (C18:1 t11) dans le
mélange C18:1 t10+t11

Saison/altitude Moyenne Ecart type
Hiver 87,220 2,321
Eté/plaine 89,27¢ 1,467
Eté/montagne 90,668 0,649
Eté/Alpes 93,794 0,592

Légende : voir tableau 3.
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une augmentation significative en passant de I'hiver 4 1’été et de la plaine en zone
subalpine durant la période estivale.

Composition en CLA des MG laitiéres analysées

La méthode de dosage des AGT C18:1 selon Molkentin et Precht (23) rend pos-
sible le dosage de tous les AGT C18:1 qui pourrait étre exigé pour toutes les denrées
alimentaires dans le futur, mais surtout celui de ’acide trans vaccénique, important
pour le métabolisme du rumen et de la glande mammaire des vaches (2, 22-43). Les
concentrations croissantes des acides trans-vaccénique et ruménique (CLA princi-
pal de la MG laiti¢re) de I’hiver 4 I’été en zone subalpine peuvent &tre interprétées 3
’aide du schéma métabolique récemment €lucidé et décrit dans la figure 5 (44).

On constate que P'acide a-linoléique de la MG des fourrages peut étre isomérisé
en acide ruménique qui est lui méme réduit en acide trans-vaccénique dans le rumen
de la vache. Lacide linolénique est aussi un précurceur de I’acide trans-vaccénique
mais donne un nombre plus important d’intermédiaires (44). La réduction des
C18:1 trans est généralement une étape limitante pour ’hydrogénation compléte en
acide stéarique, induisant une accumulation ruminale des C18:1 trans. Une partie
du CLA provenant de I’hydrogénation ruminale des acides gras polyinsaturés est
absorbée au niveau intestinal, prélevée par la glande mammaire et sécrétée dans le
lait. La synthése d’acide ruménique se fait cependant pour plus de 75% dans la

Acide linoléique Acide a-linolénique
{C18:2 cis 9 cis 12) {C18:3 cis 9 cis 12 cis 15)

Isomérase dans le l
rumen |

Acide linoléique conjugué (CLA)
{C18:2 cis 9 trans 11)

Désalurase dans la
mamelle

v

Biohydrogénation dans le
rumen

Acide trans-vaccénique
(C18:1 trans 11) ]

!

Acide stéarique
(C18)

Biohydrogénation dans le
rumen

| Désaturase dans la mamelle
A4

I Acide oléique (C18:1 cis 9} I

Figure 5 Principales voies de synthése des acides gras trans et du CLA principal
du lait
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mamelle mais pour cela, il est nécessaire qu'une quantité suffisante d’acide trans-
vaccénique ait été formée dans le rumen. La transformation de I’acide trans-vaccé-
nique en acide ruménique par ’enzyme cis A9 désaturase de la glande mammaire
constitue donc I’étape principale de la formation de ce CLA dans le lait (9). Lhy-
drogénation dans le rumen, généralement définie comme le pourcentage de dispari-
tion des acides linoléique et linolénique entre la bouche et le duodénum est en
moyenne de 80 2 92% (44). Par rapport a I'hiver, les teneurs plus élevées en acides
linoléique et linolénique (45) de la MG des herbages d’été conduit a des teneurs plus
élevées en acides gras trans et en CLA dans la MG du lait et ceci au détriment de
I’acide stéarique. Les acides gras polyinsaturés ne sont en effet pas synthétisés par les
tissus des ruminants, de sorte que leur concentration dépend étroitement des quan-
tités absorbées dans I'intestin et donc des quantités quittant le rumen. Cette quantité
peut donc étre accrue par I'apport alimentaire et par les facteurs réduisant ’hydro-
génation, incluant ’emprisonnement des acides gras dans les cellules végétales (44).
Quant 2 la désaturation de I'acide stéarique en acide oléique, elle a essentiellement
lieu dans la glande mammaire.

Le tableau 7 donne les teneurs moyennes, les écart-types ainsi que les valeurs
minimales et maximales pour 4 CLA identifiés et 9 CLA inconnus obtenus par GC
direct selon la méthode de Precht et Molkentin (27) pour les 40 MG laitiéres. En
comparaison, Precht et Molkentin (27) ont déterminé des teneurs allant de 0,10 4
1,89 g/100 g de la MG dans 1756 échantillons de lait.

On remarque que les moyennes des teneurs en CLA C18:2 ¢9t11, n. 1. 1 et
4 ainsi qu’en CLA totaux présentées caractéres gras dans ce tableau augmentent
significativement de I’hiver 4 I’été et en fonction de Paltitude durant la période esti-
vale. La concentration de ’acide ruménique est naturellement identique a celle obte-
nue 4 'aide de la méthode générale selon Collomb et Biihler (2) (tableau 3) en raison
’emploi de cet acide comme standard interne. La somme des CLA est par contre
supérieure 2 celle obtenue i ’aide de la méthode générale en raison du dosage d’un
nombre de CLA plus important dont la plupart sont malheureusement non identi-
fiés. Quant 2 la nature des CLA connus déterminés, cette méthode permet de doser
en plus de I'isomeére principal, I’acide ruménique, les CLA C18:2 t9¢11 et t10 c12
présents en faibles concentrations et non dosés en utilisant la méthode générale.
Pour le CLA C18:2 ¢9¢11, sa concentration est identique 2 celle obtenue pour le
mélange C18:2 c9c11+t11 c13 selon la méthode de Collomb et Biihler (2) indiquant
ainsi une présence probable du deuxieme isomére au méme temps de rétention. La
concentration du CLA t9t11+CLA n. i. 5 est légerement plus élevée que celle de
'isomére C18:2 t9t11 bien isolé avec la méthode générale en raison des deux iso-
méres qui se superposent.
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Conclusions

Le présent travail démontre que la méthode générale de dosage des acides gras de
la MG laitiére proposée par Collomb et Biibler (2) permet de doser tous les AGT
C18:2 et la plupart des AGT C18:1 de la MG laitiére. Cependant, il est nécessaire
de disposer en plus d’une méthode complémentaire faisant appel 3 une séparation
des AGT C18:1 sur couche mince argentée pour déterminer correctement I’en-
semble de ces AGT. Cela permet d’une part, de pouvoir répondre aux exigences du
contrdle des denrées alimentaires et d’autre part, d’obtenir des renseignements
concernant le métabolisme du rumen et de la glande mammaire des vaches lors d’es-
sais d’affouragement.

Quant 2 la méthode de dosage des CLA par chromatographie gaz-liquide selon
Precht et Molkentin (27), elle n’apporte pas vraiment des connaissances nouvelles
par rapport 2 la méthode générale selon Collomb et Biihler (2) en ce qui concerne les
différences des teneurs en CLA entre les saisons et en fonction de I’altitude. De plus,
de nombreux pics chromatographiques ne sont malheureusement pas identifiés. Des
méthodes plus modernes (46, 47) faisant appel 4 la chromatographie liquide-liquide
sur colonne imprégnée de nitrate d’argent on été récemment développées qui per-
mettent de séparer les CLA en trois séries de pics (C18:2 cis cis; C18:2 cis trans et
trans cis et C18:2 trans trans).

Quant aux teneurs en AGT C18:1, C18:2 et en CLA de la MG laitiére, elles
sont généralement plus élevées en été qu’en hiver et augmentent en fonction de I’al-
titude en période estivale. Ces résultats sont 4 corréler avec les teneurs plus élevées
en acides gras polyinsaturés de la MG des fourrages en été par rapport a I’hiver et en
fonction de P'altitude durant la période estivale. Ces acides gras du fourrages sont en
effet transformés en acides gras trans dans le rumen de la vache augmentant ainsi les

teneurs en AGT et CLA dans le lait.

Résumé

Le présent travail présente les teneurs en acides gras trans et en acides linoléique
conjugués (CLA) par chromatographie gaz-liquide dans 40 MG laitiéres produites
en saison hivernale et i trois altitudes différentes en zone estivale selon trois
méthodes complémentaires. Les teneurs en acides gras trans et en CLA sont en
général significativement plus élevées en été qu’en hiver et augmentent significative-
ment en fonction de Ialtitude durant la période estivale. Les méthodes utilisées se
complétent de la maniére suivante: la méthode générale basée sur une séparation des
acides gras sur colonne CP Sil 88 de 100 m permet de doser les acides gras trans et
linoléiques conjugués les plus importants de la matiére grasse laitiére. Cependant,
une méthode complémentaire procédant par une séparation préalable des isomeres
trans C18:1 sur couche mince argenté est nécessaire afin de doser tous les isomeres
et en particulier I’acide trans-vaccénique en raison de son importance dans le méta-
bolisme des graisses du fourrage dans le rumen de la vache. Pour le dosage des CLA,
la méthode par chromatographie gaz-liquide peut &tre avantageusement remplacée
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par une méthode par chromatographie liquide-liquide sur colonnes imprégnées de
nitrate d’argent.

Zusammenfassung

Diese Arbeit zeigt die Resultate von trans-Fettsiuren und konjugierten Linol-
sauren (CLA) in 40 Milchfettproben, die mit drei sich erginzenden gaschromato-
graphischen Methoden erhalten wurden. Die Proben stammten aus einer Winter-
produktion und von drei verschiedenen Héhenlagen aus; Sommerproduktionen.
Die Gehalte an trans-Fettiuren und CLA sind normalerweise im Sommer signifi-
kant héher als im Winter und nehmen in Abhingigkeit zur Hohenlage im Sommer
signifikant zu. Die verwendeten Methoden erginzen sich folgendermassen: Die all-
gemeine Methode, die auf der Trennung mit einer CP Sil 88-Kapillarsiule von
100 m Linge basiert, erlaubt die wichtigsten trans- und konjugierten Fettsduren des
Milchfettes zu bestimmen. Jedoch ist eine weitere Methode notwendig, die eine
Vortrennung der trans-Fettsiuren auf einer mit Silbernitrat imprignierten Diinn-
schichtplatte einschliesst. Sie erlaubt, alle C18:1 trans-Isomeren zu trennen, insbe-
sondere die trans-Vaccensiure, die eine zentrale Rolle im Futterfettstoffwechsel im
Pansen der Kuh darstellt. Fiir die Bestimmung der CLA kann heute die in dieser
Arbeit verwendete gaschromatographische Methode vorteilhaft durch eine HPLC-
Methode mit Silbernitrat imprignierten Sdulen ersetzt werden.

Summary “Analysis of Trans and Conjugated Linoleic Acids (CLA) in Milk
Fat using Different Gas-Liquid Chromatographic Methods: Comparison of
the Methods and Study of the Variation of the Levels as a Function of the
Season and of the Altitude”

This work presents the results of trans and conjugated linoleic fatty acids (CLA)
in 40 milk fats produced in winter and at three altitudes in summer using three com-
plementary gas chromatographic methods. The levels of the trans and CLA fatty
acids in 40 milk fat samples were significantly higher in summer samples compared
to the winter ones and increased during the summer time as a function of the alti-
tude. The methods used were complementary: The general method using a direct
separation of the fatty acid on a 100 m CP Sil 88 column allows the determination of
the main trans and conjugated fatty acids. However, an other method based on a
pre-separation of the trans-C18:1 isomers on silver-impregnated thin layer plate is
necessary for the determination of all these isomers and particularly of the trans-
vaccenic acid in view of the importance of this latter acid for the fodder fat metabo-
lism of the cow rumen. For the determination of the CLA, the gas chromatographic
method used in this work can be now advantageously replaced by a method using
liquid liquid chromatography with columns impregnated with silver nitrate.

Key words
Milk fat, Trans fatty acids, CLA, Method, Capillary gas chromatography
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