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LES ACIDES GRAS TRANS DU BEURRE

II. — CONTRIBUTION A I'ETUDE DE LEUR ORIGINE

Simonne KUZDZAL-SAVOIE, Janine RAYMOND, W. KUZDZAL et Janine PETIT

Station centrale de Recherches laitiéves et de Technologie des Produits animaux,
Centre national de Recherches zootechmiques, 78 - Jouy-en- Josas

SOMMAIRE

Les acides gras « trans » du beurre préexistent dans les lipides du lait. Leur origine est essen-
tiellement endogéne : ils prennent naissance au cours d’un phénomeéne d’hydrogénation qui existe
en particulier, au niveau du rumen et qui porte sur les acides polyinsaturés de la ration.

Les résultats obtenus ont permis d’établir I’existence d’une relation directe entre le taux d’acide
linolénique de la ration et le taux des acides gras trans des lipides du lait.

Mais le site précis de formation de ces acides trans, et la nature des composés intermédiaires
entre 'acide linolénique et l'acide trans-octadécéne-11-oique (acide vaccénique), par exemple, restent
encore assez mal définis.

I. — INTRODUCTION

L’étude des acides gras du beurre est un sujet de recherches toujours actuel.
En 1962, MAGIDMAN et al. détectaient 64 acides gras dans les lipides du lait de vache.
Les travaux récents de IVERSON et a/. (1965) portent ce nombre a 84.

Dans une précédente publication (KuzpzAL-SAVOIE et RAYMOND, 1965) nous
avons rappelé les connaissances actuelles concernant les acides gras frans du beurre.
Nous avons en outre proposé une méthode d’isolement et de dosage pondéral des
acides gras frans du beurre basée sur les récents progrés de l'analyse chromatogra-
phique. Cette méthode a été appliquée a 1'étude de quelques échantillons de beurre
fabriqués a différentes périodes de 'année.

Les acides gras frans du beurre préexistent dans les lipides du lait. Leur origine
est essentiellement endogéne car les aliments naturels habituellement distribués
aux vaches laitiéres ne contiennent qu'une quantité négligeable d’acides trans (BRoU-
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WER et JONKER-SCHEFFENER, 1946 ; HARTMAN et al., 1054 et 1956). On peut retenir
de diverses études (BROUWER et JONKER-SCHEFFENER, 1946 ; KUZDzZAL-SAVOIE,
1964) que le taux des isomeres trans dans le lait est d’autant plus élevé que la ration
alimentaire des vaches laitiéres comporte une plus grande quantité d’herbe jeune
(printemps, automne). Les lipides de I'herbe jeune contiennent une proportion éle-
vée d’acides polyinsaturés : linoléique et surtout linolénique. Ces acides polyinsa-
turés n’apparaissent que trés partiellement dans le lait par suite de 1'existence au
niveau du rumen d’un phénoméne d’hydrogénation, — dont les micro-organismes
sont responsables —, qui les transforment en acides plus saturés : monoénes et acide
stéarique. Les proportions de ces acides s’élévent dans les lipides du lait lorsque de
I'herbe jeune est introduite dans la ration (cf. KuzDzAL-SAVOIE, 1964). Parmi les
monoénes du lait on compte alors une proportion notable d’acides tramns.

Il a été établi que les acides gras trans des lipides du lait prennent naissance
au cours de 'hydrogénation dans le rumen (hydrogénation biologique). Des expé-
riences 1% vivo et surtout in vitro, ont été effectuées en vue de préciser la nature des
acides gras formés (produits intermédiaires et produits finaux) au cours de ’hydro-
génation biologique portant sur les acides oléique, linoléique et linolénique (SHORLAND
et al., 1957 ; WARD et al., 1964). Les isoméres formés au cours de I'hydrogénation
catalytique portant sur ces mémes acides ont fait également 1'objet de nombreuses
investigations. Les recherches de DuTTON (1963) et de SREENIVASAN et al/. (1963)
sur U'hydrogénation de l'acide linolénique nous intéressent en premier lieu. Fn
effet I'acide linolénique est 'acide majeur des lipides de l'herbe et des fourrages ;
sa proportion dans les lipides de la ration varie donc fortement au cours de 'année
alors que le taux d’acide linoléique varie relativement peu (I'acide linoléique est
Pacide gras majeur des aliments concentrés a base de céréales souvent distribués
Thiver) et que le taux d’acide oléique reste toujours faible (cf. KUzZDzAT-SAVOIE, 1g64).

Selon I'étude récente de WARD et al. (1964), I'hydrogénation biologique s’exer-
¢ant sur l'acide linolénique conduit aux produits terminaux suivants : acide stéarique
et acides monoénes comportant 18 atomes de carbone, de configuration #rans princi-
palement. Selon WARD et al., la double liaison des monoénes frans serait placée
préférentiellement sur les atomes de carbone 13 et 14 et secondairement sur les atomes
voisins. Cependant si une hydrogénation de 3 ou 4 heures portant sur l'acide linolé-
nique (hydrogénation obtenue grice a l'action des micro-organismes dans l'enceinte
d'un rumen artificiel) conduit aux produits terminaux dont nous venons de parler,
une hydrogénation limitée 4 20 minutes a permis de mettre en évidence des produits
intermédiaires étudiés par WARD et a/l. (1964). Ces produits intermédiaires sont com-
posés essentiellement de deux acides diénes 4 18 atomes de carbone, I'un non conjugué
a doubles liaisons éloignées et l'autre conjugué ; tous deux de configuration cis-cis.
Cependant ces résultats ne nous permettent d’expliquer que partiellement l'origine
des acides trans du beurre puisque I'acide vaccénique qui en constitue la majeure
partie posséde une double liaison sur le carbone 11, et que l'acide diéne conjugué
signalé dans le beurre posséde une configuration cis-frans ou trans-trans (SMITH et
JACK, 1954 ; HERB et al., 1962).

Sans doute d’autres phénoménes que la simple hydrogénation portant sur l'acide
linolénique doivent étre mis en cause. Parmi ceux-ci nous citerons la participation
directe des acides monoénes & 18 atomes de carbone des lipides protoplasmiques des
micro-organismes du rumen ou du tractus digestif plus éloigné. Les travaux de Karz
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et KEENEY (1063) ont montré en particulier que, dans 1a moitié des cas, la double
liaison de ces monoénes est placée sur le carbone 11 et, si 'on consideére les seuls frans
monognes des lipides de ces micro-organismes, dans go p. 100 des cas, la double liaison
est sur le carbone 1T1.

On sait aussi que I'hydrogénation se poursuit dans les parties inférieures du
tractus digestif (WARD et al., 1964). Elle porte alors préférentiellement sur I'acide
linoléique et on assiste & une nouvelle formation d’acides monoénes trans dont la
position de la double liaison n’a pas été déterminée.

Cependant si U'apport d’acide linolénique alimentaire est le phénoméne qui
détermine un accroissement d’acides trans (frans-octadécéne-11-0oique) dans les lipides
du lait, 'hydrogénation portant sur 'acide linolénique, au niveau du rumen, doit
&tre le phénoméne central en cause. I, hypothése d'une isomérisation de la double
liaison des monoénes #frans sous l'action des micro-organismes peut étre émise, par
analogie avec un phénoméne de méme nature déja démontré (O’LEARY, 1959).
I hypothése d'une résorption des seuls isoméres frans-11 est, par contre, difficilement
concevable.

L’origine exacte des acides gras trans du beurre est donc encore assez mal éta-
blie, et plusieurs voies expérimentales peuvent étre suivies en vue de préciser cette
origine.

En premier lieu il convient de vérifier si I'apport supplémentaire d’acide lino-
Iénique dans la ration des vaches laitiéres entraine un accroissement du taux des
acides frans des lipides du lait, et si 'absence d’acide linolénique dans la ration entraine
leur disparition compléte, — ou seulement une diminution —, des acides frans du
lait (monoénes a 18 atomes de carbone). Il est de plus nécessaire de vérifier que les
acides trans dont la formation peut étre provoquée par 'apport d’acide linolénique
dans la ration possédent préférentiellement la double liaison frans en position 11.

Une fois ces points établis, le site de formation des acides #rans monoénes du
lait, et 1a nature des composés intermédiaires entre 'acide linolénique et 1'acide trans-
I1-otadécénoique en particulier, devraient pouvoir étre précisés par des analyses
comparables a celles présentées par WARD et al. (1g64), mais comportant toujours
I'isolement des acides cis et des acides trans, ainsi que la détermination de 'empla-
cement des doubles liaisons.

La présente étude se rapporte au premier point de ce programme, 3 savoir
I'établissement d'une relation directe entre I'acide linolénique de la ration et les acides
gras trans des lipides du lait.

II. — PARTIE EXPERIMENTALE

A — Le troupean expérimental — Le régime alimentaive — Les prélévements de lait

Trois vaches de race Fran¢aise Frisonne Pie Noire (53 H, 195 H et go13 H) appartenant au
troupeau du Centre national de Recherches zootechniques sont retenues pour Pexpérimentation.
Elles recoivent une alimentation & base de foin, de betteraves, d’ensilage et de concentré, Un supplé-
ment alimentaire, sous forme de tourteau gras de lin leur est distribué, & raison de 1 & 3 kg par
vache et par jour selon un protocole expérimental décrit 4 la partie-inférieure des figures 1 et 2. La
période expérimentale est de deux semaines. Des prélévements sont effectués régulierement pendant
la période expérimentale et pendant les périodes pré- et post-expérimentales, sur le lait des vaches
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soumises 4 'expérimentation. Un lait de mélange, pondéré en fonction des quantités de lait produites
par chaque vache, et représentatif d’une journée est ensuite constitué, Dix prélévements sont effec-
tués du 17 février au 13 mars 196s.
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B. Analyse du tourtean de lin. Analyse des lipides du lait

a) Le tourteau de lin.

On détermine Pextrait sec, le taux d’huile et la composition des acides gras de cette huile par
P'analyse chromatographique des esters méthyliques préparés par transestérification (cf. KuzpzaAL-
SAvOIE et KUzDzZAL, 1962).

b) Les lipides du lait.

Le lait est écrémé. La creme est transformée en beurre dans un mixer tournant & 12 ooo tours
par minute. Le beurre est ensuite chauffé au bain-marie & 50°C et centrifugé. Sur I’huile obtenue on
détermine le taux d’acides diénes conjugués selon la méthode décrite par BRICE et SWAIN (1945)
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et précédemment utilisée (cf. KUuzDzAL-SAVOIE et KUzDzAL, 1961). On prépare 4 partir de I'huile de
beurre, les esters méthyliques par transestérification (KuzDzAL-SAVOIE et KUZDZAL, 1962) et on sou-
met les esters a4 I’analyse par chromatographie en phase gazeuse. Par ailleurs, les esters méthyliques
des acides gras trans sont isolés, dosés et identifiés selon le mode opératoire décrit antérieurement
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FiG. 2. — Variation de la teneur en acides gras trans du beurre, au cours de I'expérimentation
(teneur exprimée en g p. 100 g d’esters méthyliques déposés).

(KuzDzAL-SAVOIE et RAYMOND, 1965). Les esters d’acides saturés et insaturés cis obtenus en groupes
distincts au cours de cette analyse sont également étudiés par chromatographie en phase gazeuse.
L’analyse directe des esters méthyliques totaux du beurre, par chromatographie sur couche mince
de silicagel imprégné de nitrate d’argent est effectuée selon PALLOTA et al. (1965).

III. — RESULTATS

A — Résultats de Uanalyse du tourtecau de hin

Les résultats se rapportant a I'analyse du tourteau de lin et de 'huile extraite
de ce tourteau sont portés dans le tableau 1. I, huile contient une proportion élevée
d’acide linolénique voisine de 60 p. 100 des acides totaux.

Connaissant la proportion d’acide linolénique dans l'huile de lin, le taux d’huile
dans le tourteau et la quantité de tourteau distribuée a chaque vache, chaque jour,
il est possible de connaitre la quantité d’acide linolénique ajoutée a la ration de base.
Ainsi les vaches requrent environ 125, 255 ou 380 g d’acide linolénique pour 1, 2 ou
3 kg de tourteau gras de lin.
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B — Résultats de analyse des lipides du lait

a) Production de matiére grasse.

Le taux butyreux du lait, les quantités de lait produites par les vaches en expé-
rimentation et les quantités de matiére grasse sécrétée sont indiquées sur la figure 1.

TABLEAU 1

Analyse de Phuile extraite du lourtean de lin

Tourteau : Extrait sec : 91,5 p. 100,
Gras/sec : 24,0 p. 100

Résultats exprimés en p. 100 des esters mélhyliques totaux

Acide Acide Acide Acide \ Acide
palmitique stéarique oléique linoléique linolénique
16:0 18:0 18:1 182 ’ 1813

| B |
5,8 3,1 15,0 ‘ 17,0 1 59,1

On constate que la période expérimentale correspond a une élévation faible mais
notable de la quantité de matiére grasse sécrétée. Cette élévation temporaire s’aligne
sur la distribution de tourteau de lin.

b) Les acides gras trans.

Les résultats concernant 'analyse par chromatographie sur colonne de silicagel
imprégné de nitrate d’argent, et conduisant au fractionnement des esters méthyliques
des acides totaux en esters d’ « acides saturés », d’ « acides insaturés frans » (monoénes
trans) et « insaturés cis », sont portés dans le tableau 2. Sur la figure 2 on présente la
variation du taux des acides #rans dans les échantillons de beurre préparés a partir
du lait prélevé, et sur la figure 3, une analyse par chromatographie en couche mince
sur silicagel imprégné de nitrate d’argent des esters méthyliques totaux de I'échan-
tillon de beurre n® 6. On observe, trés bien détaché, le « feston » d’acides trans i la
partie supérieure de la figure. On observe une nette augmentation du taux des acides
trans au cours de I'expérimentation : il est de 2 4 3 p. 100 hors expérimentatio:, et
atteint 8,5 p. 100 pendant la période de distribution maximale de tourteau delin
soit une valeur triple de la valeur de départ.

Le taux d’acides frans le plus élevé atteint au cours de la période expérimentale
(8,5 p. 100) est voisin du taux (7,5 p. 100) qui a été trouvé par la méme méthode
d’analyse; dans un beurre industriel fabriqué en mai 1964, ¢’est-a-dire pendant une
période de vie au paturage et de consommation d’herbe jeune par les vaches laitiéres
(KuzDzAL-SAVOIE et RAYMOND, 1065).
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I’observation du tableau 2 montre en outre que la proportion d’acides insaturés
cis s'est élevée sensiblement au cours de l'expérimentation. Ainsi la diminution
d’acides saturés est compensée par une augmentation d’acides insaturés-frans et
insaturés-cis. Cette augmentation est du méme ordre pour les insaturés-trans et les
insaturés-crs.

TABLEAU 2

Fractionnement des esters méthyliques des acides gras du beurre sur colonne d’acide
silicique imprégné de nitrate d’argent

[
No des Date du Esters , Listers Esters Pourcentages
échantillons prélevement saturés (1) insaturés-ir ans (1) insaturés-cis (1) récupérés (%)
——— ‘ — - {
| | 17-2:65 56,6 2, 18,5 77,4
2 | 18-2-65 55,3 - 225 —
3 L 22.2.65 55,1 5,3 2% 1 84,5
A I 24-9.65 50,3 74 22,9 80,6
5 I 26-2-65 47,6 8,5 24,3 80,4
6 i 1-3-65 6,3 5,6 25,5 77,4
7 ‘ 3-3-65 47,1 5.4 93,8 76,9
8 5-3-65 50,8 45 2%,3 79,6
9 ‘ 8-3-65 | 52,8 3,4 23,3 79,5
10 ; 13-3-65 53,5 3,7 224 79,6
|

(1) Exprimés en g p. 100 g d’esters méthyliques totaux mis au départ. Valeurs moyennes obtenues générale-
ment a partir de trois fractionnements.

(3) Ce pourcentage faible s’explique en grande partie par la perte des esters méthyliques a bas poids molé-
culaire et par la non-élution des esters d’acides polyinsaturés.

Les groupes d’acides (saturés, insaturés-frans et insaturés-cis) obtenus au cours
du fractionnement sur colonne de silicagel imprégné de nitrate d’argent ont tous été
étudiés par chromatographie en phase gazeuse. I/ observation de l'ensemble des
chromatogrammes révéle des images trés semblables pour les groupes correspondants.

satures
monoénes trans

monoénes cis

diénes
origine
18:2 I8:l I8:1
cis trans
Fi1c. 3. — Chromaiographie en couche mince sur silicagel imprégné

de nitrate d’argent des esters méthyliques totaux du beurre n° 6.
Conditions expérimentales : selon PALLOTTA et al. (1965) : Silicagel-nitrate d’argent-eau (45/15/g0). Epaisseur
des plaques : 0,3 mm. Solvant : benzene-éther de pétrole (8o/20). Révélateur : vapeurs d’1ode et solution
d’acide phosphomolybdique & 26 p. 100 dans I’éthanol.
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On retrouve I'aspect déja décrit dans I'étude précédente (KuzpzAL-SAVOIE et Ray-
MOND, 1965) : les monoénes a 15, 16 et 17 atomes de carbone toujours présents dans
les acides trans, dans lesquels se retrouvent généralement une fraction mineure d’aci-
des saturés a 12 et 14 atomes de carbone (fig. 4). On observe réguliérement sur la
partie descendante du pic 18:1 un épaulement déja signalé dans1'étude précédente.

F16. 4. — Analyse par chromatographie en phase gazeuse
du groupe « esters d’acides trans » du beurre n° 5 (colonne H)

Conditions de l'analyse : Aerograph IIyIi oo (ionisation de flamine).

Colonne : 3, 048 m (10 pieds anglais) de long et 0,32 cm (1/8 de pouce anglais) de diamétre.
Phase : DISGS 4 10 p. 100 (p/p) sur chromosorb W lavé a l'acide.

Température : 180°C environ.

Gaz vecteur : azote ; débit : 25 & 30 ml/minute.

Le groupe des acides insaturés-cis est caractérisé par la présence en proportions
relativement élevées des acides monoénes a 14, 16 et 17 atomes de carbone et par
I’'absence d’épaulement sur la partie descendante du pic 18:1.

On a calculé, a partir des différents chromatogrammes, les proportions d’acides
mineurs (monoénes frans ?) évaluées d’abord en fonction des acides trans totaux puis
en fonction des acides totaux du beurre.

On a de la méme facon, calculé les proportions d’acides monoénes cis mineurs
en fonction des acides cis monoénes totaux puis en fonction des acides totaux du
beurre.

Enfin on a évalué les proportions des différents acides saturés majeurs en fonc-
tion des acides totaux du beurre. Tous ces résultats sont portés dans le tableau 3
(résultats se rapportant a I'analyse chromatographique sur colonne de silicagel im-
prégné de nitrate d’argent).

On considére dans ces calculs, mais ceci est assez approximatif, que la perte
constatée aprés passage des esters méthyliques totaux sur colonne d’acide silicique
imprégné de nitrate d’argent correspond a la perte des esters méthyliques des acides
a bas poids moléculaire jusqu’a C,, (par suite des multiples opérations d'évaporation
de solvant) et & la perte des esters d’acides polyinsaturés (non élués).

Ainsi les résultats obtenus au cours de I'analyse des groupes d’esters recueillis
aprés passage sur colonne doivent correspondre approximativement aux résultats
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obtenus par I'analyse directe par chromatographie en phase gazeuse des esters méthy-
liques totaux du beurre.

¢) Les acides gras totaux.

Au cours de la période qui s’étend du 15 février au 20 mars 1963, les proportions
relatives des acides gras du lait de mélange obtenu a partir du lait produit par les
trois vaches en expérimentation ont varié. Ces proportions relatives sont indiquées
pour les dix échantillons de beurre préparés au cours de l'expérimentation dans le
tableau 3.

Dans ce tableau se trouvent également les résultats obtenus lors de l'analyse
des groupes d’esters résultant du fractionnement sur colonne de silicagel imprégné
de nitrate d’argent.

Le recoupement des deux méthodes n’est pas parfait ; cependant il est suffisam-
ment bon pour démontrer que le fractionnement sur colonne de silicagel imprégné
de nitrate d’argent n’altére pas les proportions initales des acides gras et permet donc,
par exemple, une évaluation relativement exacte des proportions relatives des acides
cis et irans (?) monoénes mineurs.

Dans la période pré-expérimentale, la matiére grasse du lait présente une com-
position caractéristique d’une matiére grasse de lait d’hiver : taux élevés des acides
a 14 et 16 atomes de carbone et taux faibles des acides stéarique et oléique. L apport
d’acide linolénique dans la ration entraine une augmentation de la proportion d’acide
monoéne a 18 atomes de carbone et de la proportion d’acide stéarique. Les acides
saturés majeurs diminuent simultanément. Au cours de la période post-expérimen-
tale on observe un retour progressif vers les proportions relatives observées au départ.

Simultanément a I'augmentation des acides stéarique et monoéne 4 18 atomes
de carbone, on observe une augmentation notable des acides diénes et triénes a
18 atomes de carbone.

Tout ceci confirme les résultats déja obtenus & diverses reprises antérieurement
(cf. KUuzDzAL-SAVOIE, 1964). Quelques observations nouvelles peuvent étre relevées
en ce qui concerne les acides gras mineurs.

d) Les acides gras « mineurs ».

10 Les acides diénes conjugues.

Le taux des diénes conjugués du beurre varie nettement au cours de 'expéri-
mentation, par suite de la distribution du tourteau de lin (fig. 5). Déterminé par
spectrophotométrie dans 1'ultraviolet, ce taux varie de 0,4 & 1,5 g p. 100 g de matiére
grasse. La variation du taux des diénes conjugués est trés réguliére et s’aligne par-
faitement sur la variation de la quantité de tourteau de lin distribuée. I,’augmenta-
tion du taux de diénes conjugués se produit dans les 24 heures qui suivent la premiére
distribution de tourteau gras, mais la diminution de ce taux aprés la suppression
du tourteau de lin dans la ration est beaucoup plus lente : il faut attendre cing jours
environ aprés la derniére distribution de tourteau pour que le taux de diénes con-
jugués corresponde au taux de départ.
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Proportions relatives

I 1 :
Désignation | ) Ne 1 | No 2 1 Ne 3 No 4 ! Neo 5

des acides () | OB OT o ) U N B C RO G T B C RO
‘ \ | [
4:0 J 1,3 1,0 0,7 1,8 J 1,3
6:0 ‘ 1,5 1,7 1,5 2.4 Lo19
3:0 ‘ 1,4 1,4 1,3 1,7 1,5
10:0 | 3,4 3,5 2,9 4,0 3,1
g 10:0 0,6 0,6 0,5 0,6 0,
12:0 12,0 6 47 3,8 W6 bR
12:1 L1250 03 I o3 0,2 0,2 0,2
i 13:0 12,7 0,3 0,3 0,2 Poo 0,2
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) . 010¢ 0,04 ¢ o002 0,02¢ 0,05
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() Le premier chiffre est le nombre d’atomes de carbone. Le second est le nombre de doubles liaisons. ¢, cis; ¢, tras
(?) Résultats de I'analyse directe par chromatographie en phase gazeuse des esters méthyliques totaux. Résult
(3 Résultats de I'analyse par chromatographie en phase gazeuse des fractions antérieurement séparées par chron
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7 3

acides gras du beurre.

| | )
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l ’ © > < v 9 2 e
L N T | 02 T L0 0 %2 905 15:1
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Yk 25,0 D'oasn 93,6 29,5 97,3 | ass 35,0 36,2 34,0 {160
1,3 ¢ 1,0 ¢ 1A ¢ 21 25 ¢ X
i H N ’ 9 B 9 n ’ 9§ ’ o
19 0% ’ L6 0y 21 ’ 25 g 28 0 16:1
0,8 | 0,7 11 14 1,4 i17:0
0,4 Lo 0,5 \ 0,7 0,9 17:0
0,15 ¢ 0,19 ¢ L 034 . 0,33¢ 0,43 ¢
0,2 tr”t 02 Yoty 0,2 Tt C05 hay 08 531 17:1
. 9 = )
— 01 0,1 0,1 0,2 7 18:0
10,7 9,3 L11,0 10,0 93 95 | 6,5 7,5 6,2 5,1 18:0
orr 232 ¢ |, 22,0 21,3 ¢ ; L. 192 ¢ 17,9 ¢ .
266 "% ‘ %5 7 26 00 161 162 0 ) 18:1
1,8 2,0 0,9 ‘ 0,3 0,2 18:2 (?)
2.8 28 ‘) 1,8 20 2,2 18:2 gn)
0,1 0,2 0,2 oo 0,2 non id.
1,8 ' 1,7 | 09 P06 0,7 18:3
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| |

traces ; 7, ac. ramifié ; g, groupe ; non id., non identifié ; In, acide linoléique ; L. C. E,, longueur de chaine équivalente.
rimés en p. 100 de la surface du chromatogramme ; les résultats conczrnant les acides 4:0 et 6:0 ne sont pas quantitatifs.
raphie sur colonne d’acide silicique imprégné de nitrate d’argent.
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I analyse par chromatographie en phase gazeuse des esters méthyliques totaux
du beurre, n’'a pas permis d’individualiser le ou les pics correspondant aux acides
diénes conjugués. La proportion de ces acides n’apparait donc pas dans le tableau 3.

20 Particularité du pic « diene», 18:2.

Sur les chromatogrammes obtenus au cours de l'analyse directe des esters
méthyliques totaux on observe que le pic correspondant aux diénes a4 18 atomes de
carhone présente une certaine particularité au cours de cette expérience, non seule-
ment dans I'importance relative du pic des diénes mais dans la forme de ce pic. Ceci
est montré sur la figure 6. Alors que le pic des diénes est nettement séparé du pic
monoéne pour les échantillons I et 10, cette séparation est moins nette sur les chro-
matogrammes correspondant aux échantillons 5 et 6 et I'on peut affirmer que ceci
est dft & 'apparition d'un pic supplémentaire adjacent et antérieur au pic « vrai »
du diéne « linoléique ». Dans 'évaluation quantitative des acides gras (tabl. 3) nous
avons volontairement dissocié les deux parties du pic des « diénes », et nous avons
appelé « 18:2, linoléique » le pic qui effectivement correspond a cet acide et « 18:27»
le pic antérieur visible surtout sur les chromatogrammes correspondant aux échan-
tillons de beurre fabriqués au milien de la période d’expérimentation.

On constate ainsi que la variation du taux d’acide linoléique est relativement
faible au cours de I’expérimentation puisque les valeurs extrémes observées sont
1,9 et 2,8 (en p. 100 des esters totaux) alors que la variation atteignant le pic anté-
rieur présente une plus grande amplitude : celle-ci correspond 4 une variation de
taux allant des » traces » jusqu’a 2,0 p. 100 (cf. tabl. 3).

Mais ceci n’implique pas que le pic antérieur au pic de I'acide linoléique vrai
corresponde aux acides diénes conjugués ou & l'un des acides de ce groupe. Nous
verrons pourquoi au cours de la discussion.

39 Les acides monoénes mineurs du groupe trans.

Nous avons indiqué que des acides monoénes 4 15, 16 et 17 atomes de carbone
sont régulidrement présents dans les acides frans. L'isolement de ces acides et 1'éta-
blissement de la configuration frans doit précéder affirmation qu’il s’agit vraiment
d’acides trans. Or ceci n’a pas été effectué dans l'expérience présente. Néanmoins
quelques estimations ont été faites sur ces acides monoénes mineurs du groupe trans.

Le taux de monoénes a 16 atomes de carbone est en moyenne de 0,2 p. 100 des
acides totaux du beurre, avec des valeurs extrémes de 0,09-0,27, ce qui correspond
4 6-20 p. 100 de l'acide hexadécénoique total.

I,acide monoéne A 15 atomes de carbone présent dans les acides frans, représente
0,02 2 0,06 p. 100 des acides totaux du beurre. §'il s’agissait vraiment du monoéne
trans, celui-ci représenterait une proportion relativement élevée de I'acide monoéne
4 15 atomes de carbone total (cf. tabl. 3).

Ta portion d’acide monoéne & 17 atomes de carbone trouvée dans les acides
trans est, par contre, toujours trés faible représentant a peine 1o p. 100 de I'acide
heptadécénoique total.

49 Les autres acides mineurs.

On a représenté sur les figures 7 4 10 les variations des proportions d'un certain
nombre d’acides mineurs groupés selon leur nature : acides monoénes (fig. 7) acides
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a nombre impair d’atomes de carbone (fig. 8) acides ramifiés (fig. g), acides polyénes
(fig. 10).

On constate que d’une fagon générale les proportions respectives de tous les
acides a U'exception des acides a4 18 atomes de carbone, diminuent au cours de 'expé-
rimentation et s’élévent ensuite, et atteignent au bout d’une période post-expéri-
mentale de deux semaines environ les proportions observées au départ.

Parmi les acides polyénes & 18 atomes de carbone, 1'acide linoléique s’éléve
relativement peu et d’'une fagon trés temporaire. L’acide linolénique augmente au
cours de l'expérimentation, et cette variation s’aligne sur celle de 'acide oléique.

V. — DISCUSSION

A — Origine des acides trans monoénes

Les acides frans monoénes a 18 atomes de carbone constituent go p. 100 des
acides frans totaux, isolés et dosés selon le procédé analytique décrit. La variation
du taux des acides frans du beurre, visible dans le tableau 2 est donc due essentielle-
ment 4 la variation du taux des monoénes trans a 18 atomes de carbone. La présence
de ceux-ci dans les lipides du lait, est en relation directe avec la quantité d’acide
linolénique présent dans la ration des vaches laitiéres. I,’acide linolénique est donc
le « précurseur » des acides frans monoénes a 18 atomes de carbone du beurre. Ce
role de précurseur pourrait aussi étre joué par l'acide linoléique, cet acide subis-
sant aussi I’hydrogénation avec formation d’acides frans monoénes a 18 atomes de
carbone dans le tractus digestif (SHORLAND et al., 1957 ; WARD et al., 1964).

Dans le cas de U'expérience présente l'acide linolénique constitue 60 p. 100 des
acides totaux de I'huile de lin alors que l'acide linoléique n’en constitue que 17 p. 100
La quantité d’acide linoléique introduite dans la ration n’en est pas moins notable.
Cependant si U'addition a la ration d’une quantité importante d’acide linoléique
entraine une augmentation des monoénes & 18 atomes de carbone dans les lipides
du lait (HiLprrcH et WILLIAMS, 1964 ; MATTSsON et al., 1961 ; KUZDZAL-SAVOIE,
1064), — sans qu’il soit possible de dire s’il v a ou non accroissement des monoénes

«—iln’y a pas d’accroissement simultané des acides diénes conjugués alors qu'un
tel accroissement est toujours observé quand il y a un apport d’acide linolénique dans
la ration (MATTSSON, 1949 ; KUZDZAL-SAVOIE, 1G64). Dans le cas d'un apport d’acide
linoléique dans la ration on observe généralement une augmentation faible mais
sensible de l'acide linoléique dans le lait (MATTSSON et al., 1961 ; KUZDZAL-SAVOIE,
1964). Dans U'expérience poursuivie, on a effectivement observé une légére augmen-
tation du taux d’acide linoléique (fig. 10}, due sans doute & 'apport représenté par
les 17 p. 100 d’acide linoléique présent dans l'huile de lin. Mais la variation trés
importante du taux d’acides diénes conjugués est une preuve que le facteur respon-
sable des variations atteignant la proportion d’'acides monoénes frans est bien l'ap-
port d’acide linolénique dans la ration.

B — Variations de la tenesur du beurre en acides trans

Au cours de la période expérimentale, les vaches laitiéres ont requ une quantité
allant de 125 4 380 g d’acide linolénique par vache et par jour. Cette quantité d’acide



ORIGINE DES ACIDES GRAS « TRANS » DU BEURRE 367

linolénique est du méme ordre que la quantité d’acide linolénique qui se trouve dans
la ration des vaches laitiéres lorsque celles-ci séjournent au pdturage pendant la
période de printemps (cf. KUuzDZAL-SAVOIE, 1964). L’alimentation de base n’apporte,
dans 'expérience présente, que 50 ou 60 g d’acide linolénique dans la ration journa-
liére (cf. KuzpzAaIL-SAVOIE, 1964).

Les proportions d'acides diénes conjugués, d’acides trans, d’acide oléique et
d’acide stéarique trouvées dans les échantilllons de beurre fabriqués a partir du lait
produit par les vaches en expérimentation sont aussi du méme ordre que les propor-
tions des mémes composés observées dans le beurre commercial fabriqué au printemps
ou a l'automne dans les régions ot les vaches laitiéres séjournent alors au paturage
{cf. KuzpzAL-SAVOIE, 1664 ; KUuzDZAL-SAVOIE et RAYMOND, 1665).

On peut donc affirmer que, dans les conditions actuelles de vie et d’alimentation
auxquelles les vaches sont soumises, les acides trans du beurre ne peuvent pas repré-
senter une proportion supérieure 4 7 ou 8 p. 100 des acides gras totaux.

Ce taux pourrait-il s’élever si les conditions d’alimentation devenaient diffé-
rentes ? Si, par exemple, la distribution d’aliments concentrés de composition variée
dans lesquels seraient incorporées des graisses hydrogénées, remplacant alors pour une
large part l'alimentation traditionnelle, devenait une pratique habituelle? S’il est
démontré que les acides trams (qui constituent une fraction majeure des acides
gras des graisses hydrogénées) peuvent « passer » dans le lait, — comme cela a été
prouvé pour d’autres acides gras (GLASCOCK et al., 1955 ; KUzZDzAL-SAVOIE et PagQuor,
1962) —, le taux des acides frans du lait pourrait alors dépasser le taux maximum
que nous venons d’'indiquer. Ce point sera précisé dans une prochaine expérimentation.

C — Nature des acides trans

L’étude des acides frans que nous venons de présenter ne donne aucune infor-
mation sur la nature exacte des acides frans 4 U'exception du nombre d’atomes de
carbone.

Les proportions relatives des différents isoméres de position seront déterminées
ultérieurement afin de préciser si les acides monoénes frans & 18 atomes de carbone
isolés et dosés dans I'étude présente possédent la double liaison préférentiellement
sur le carbone 11. En effet, dans leur étude sur 'hydrogénation dans le rumen (hydro-
génation portant sur l'acide linolénique), WARD et al. (1964) ont montré que les
emplacements préférentiels de la double liaison des monoénes formés étaient les
atomes de carbone 13 et 14 ; les emplacements sur les atomes 16, II et 10 ne repré-
sentant respectivement que 6, 12 et 6 p. 100 des cas. Cependant les auteurs cités n’ont
pas déterminé les emplacements préférentiels de la double liaison des seuls monoénes
trans. 11 serait souhaitable de rechercher si les monoénes {rans formés au niveau da
rumen possédent préférentiellement la double liaison sur le carbome 11. Ceci per-
mettrait de situer exactement 1'origine des acides {rans prédominants du lait.

D — Origine et nature des acides trans autves
que les monoénes a4 18 atomes de carbone

Nous avons réguliérement observé au cours de cette étude la présence d’un acide
monoeéne 4 16 atomes de carbone dans le groupe des acides trans. 1 ’acide trans-hexa-
décénoique a été précédemment signalé dans le beurre (SMITH et al., 1954 ; BACK-
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DERF et BROWN, 1958 ; HERB et al., 1962). Selon les auteurs il représente environ
20 p. 100 de l'acide hexadécénoique total. Dans l'expérience décrite nous avons
trouvé que l'acide hexadécénoique accompagnant les acides frans représente une
proportion de 6 a4 20 p. 100 de l'acide hexadécénoique total. Cette similitude dans
les proportions appuie Uhypothése selon laquelle 'acide hexadécénoique trouvé dans
les acides trans serait I'acide frans hexadécénoique.

En ce qui concerne Uacide monoéne 4 17 atomes de carbone présent dans les
acides frams, l'interprétation est plus difficile. En effet, HANSEN et al. (1960)
ont établi que l'acide heptadécénoique du beurre possédait la seule configuration
cis. La faible fraction (10 p. 100} d'acide heptadécénoique que nous avons trouvée
dans les acides frans ne constituerait-elle pas une impureté ?

Nous avons écrit au début de cette étude que les aliments généralement distri-
bués aux vaches laitiéres ne renfermaient pas d’acides frams. Cette absence n'est
cependant pas absolue. Ainsi WEENINK et SHORLAND (1964) ont isolé récemment
un acide frans & 16 atomes de carbone dans les lipides des feuilles de tréfle. Cet acide
constitue 1,4 p. Too des acides totaux ; il existe également dans les lipides du ray-grass
(Lolium perenne) et d’autres végétaux.

Si l'existence de certains acides framns mineurs se trouvait confirmée dans les
lipides du lait. leur origine alimentaire pourrait donc étre aussi envisagée.

E — Les acides diénes conjugués

Le taux de diénes conjugués (évalué par spectrophotométrie ultraviolette)
s’est élevé au cours de I'expérience décrite de 0,4 4 1,5 p. 100 des acides totaux.

Une telle modification de pourcentage devrait correspondre 4 une modification
visible sur les chromatogrammes.

Si I'on se référe aux travaux de MacIDMAN et al. (1962), de LICHTFIELD et al.
(x963), de WARD et al. (1964) et de HOSTETTER et 4/. (1965) on peut affirmer que, sur
colonne polaire (succinate de diéthylene glycol, par exemple) 'acide conjugué cis-
trans apparait pratiquement en méme temps que P'acide linolénique et I'acide conju-
gué frans-trans un peu plus loin, 1'acide conjugué cis-cis occupant une position
intermédiaire.

Actuellement il est admis que Uacide diéne conjugué du beurre est principale-
ment cis-frans et secondairement frans-frans (SMITH et JACK, 1054).

Cependant parmi les composés intermédiaires formés au cours de I’hydrogéna-
tion dans le rumen a partir d’acide linolénique, WARD et al. (1964) signalent un acide
diéne conjugué cis-cis. La possibilité d’'une absorption a travers la paroi du rumen
ayant été évoquée (McCARTHY, 1962), il se pourrait que des traces d’acides conju-
gués cis-cis existent dans le beurre.

Quoi qu’il en soit une élévation du taux de diénes conjugués doit correspondre
sur les chromatogrammes a un accroissement du pic « linolénique » ou d’un pic plus
lointain.

En fait on observe bien un accroissement du pic attribué a I'acide linolénique
(cf. tabl. 3). Mais la distribution d’huile de lin entraine normalement une augmen-
tation de l'acide linolénique lui-méme (KUZDZAL-SAVOIE, 1964). Cet accroissement
est, dans 'expérience présente, cependant plus fort que 1'accroissement auquel on
aurait pu s’attendre compte tenu des résultats antérieurs (cf. KuzDzAL-SAVOIE,
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1964). I1 est donc possible qu'une partie de l'acide diéne conjugué soit intégrée
dans le pic « linolénique ».

F — Ltude du pic 18:2

Le pic correspondant aux diénes non conjugués (acide linoléique) aurait di
n'étre que peu modifié puisque l'on sait que 'addition d’huile de lin 4 la ration n’en-
traine pratiquement pas d’augmentation des diénes non conjugués (KuzpzaL-
SAVOIE, 1964). Or, on constate un accroissement net du pic « linoléique » et son dédou-
blement (cf. fig. 6). A quel acide attribuer le pic antérieur observé ?

Le déplacement de la double liaison le long de la chaine modifie aussi le temps
de rétention sur phase polaire telle que succinate de diéthyléne glycol : celui-ci est
d’autant plus grand que la distance entre le groupe carboxyle et la double liaison
est plus grande (ceci est valable pour les acides monoénes comme pour les acides
diénes & 18 atomes de carbone), ou que (dans le cas des diénes) la distance entre
deux doubles liaisons s’accroit (HOSTETTER et al., 1965).

Donc, aucun acide diéne, parmi ceux signalés dans le beurre, ne peut se placer
avant le pic correspondant a 'acide linoléique, dans les conditions de chromatogra-
phie, décrites ici. Ce pic pourrait donc étre dii 4 un acide monoéne & 18 atomes de
carbone dont la double liaison serait placée trés loin du carboxyle. 1 acide tramns,
16-octadécénoique correspond a cette définition. Cet acide constituerait, selon
BACKDERF et BROWN (1958), I & 2 p. 100 des acides totaux du beurre, et, selon Hax-
SEN et SHORLAND (1903) seulement 0,2 p. I00. La variation observée dans l'expé-
rience décrite du pourcentage que représente le « pic antérieur » & l'acide linoléique
(désigné par « 18:2 ? non linoléique » sur la figure 10) est du méme ordre de grandeur.

Si 'hypothése avancée est exacte nous devons retrouver cet acide monoéne
trans dans le groupe « acides frans » obtenu par chromatographie sur colonne de sili-
cagel imprégné de nitrate d’argent. I/image des acides frans, révele toujours la pré-
sence d’un épaulement sur la ligne descendante du pic monoéne frans. Nous avions
précisément attribué cet épaulement a l'acide trans, 16-octadécénoique (KuzDZAL-
SAVOIE et RAYMOND, 1965).

Cependant l'isolement de cet acide et son identification sont nécessaires pour
¢tre définitivement fixés sur ce point.

Regu pour publication en mars 1966.
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SUMMARY

THE « TRANS » FATTY ACIDS OF BUTTER. 2. CONTRIBUTION TO THE STUDY
OF THEIR ORIGIN

The trans fatty acids of butter are already present in the lipids of the milk. Their origins essen-
tially endogenous, for the natural feeds habitually given to milking cows contain only a negligeable
amount of irans fatty acids. Various earlier studies have shown that trans fatty acids in milk increase
as the amount of young herbage in the ration of the cow increases. The trans fatty acids of the lipids
of milk are essentially the result of hydrogenation in the rumen of the polyunsaturated acids in the
ration. Now, linolenic acid is the main acid in the lipids of herbage and green fodder. Its proportion
in the lipids of the ration then varies widely in the course of the year.

The object of the study described was to find if there is a direct relation between the linolenic
acid of the ration and the content of trans fatty acids in the milk or butter.

The experiment was with 3 French Friesian cows belonging to the herd of the Centre national
de Recherches sootechniques at Jouy-en- Josas. These cows were given, during the period of winter
feeding in stalls, a supplement of unextracted linseed meal in amouts increasing, then decreasing.
The maximum daily amount given, 3 kg, was equivalent to 380 g linolenic acid. During the experiment
which lasted two weeks, ten samples of butter were prepared.

The relative proportions of the major fatty acids and about twenty minor fatty acids were
estimated by gas chromatography of the total methyl esters. The trans fatty acids were isolated by
column chromatography and thin-layer chromatography onsilica gel impregnated with silver nitrate
and weighed.

The conjugated diene fatty acids were estimated by ultraviolet spectrophotometry.

The linseed meal caused a marked increase in the amount of fat secreted by the cows.

As regards the major fatty acids there was an Increase in the contents of stearic acid and
monoene acids with 18 carbon atoms and a decrease in saturated acids with 16 and 14 carbon atoms.

The changes in the contents of frans and conjugated diene fatty acids were parallel to the chan-
ges in monoene acids with 18 carbon atoms. There was thus a direct relation between the linolenic
acid content of the diet of the cows and the content of total frans fatty acids in the milk.

As regards the minor acids, the respective contents of saturated acids with an uneven number
of carbon atoms, of branched-chain acids and of monoene acids other than 18 : 1 fell during the time
that unextracted linseed meal was given.

Inclusion of linseed oil in the diet thus allows a fairly true reproduction of certain changes in
the relative proportions of fatty acids wich are seen during the course of the year.
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