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LES TECHNIQUES MODERNES D'ANALYSE
(SPECTROSCOPIE, CHROMATOGRAPHIE)
AU SERVICE DU LABORATOIRE DE RECHERCHES
SUR LA BIOCHIMIE DES LIPIDES DU LAIT (1)

par
S. KUZDZAL-SA VOIE

Station centrale de recherches laitiéres et de technologie des produits
animaux, Jouy-en-Josas, France

La chimie analytique est a la base des études sur la biochimie
des lipides du lait et elle a, au cours de ces dernieres années, rapi-
dement progressé du fait, en particulier, de l'extraordinaire essor
qu'ont connu les méthodes d'analyse basées sur les propriétés
physiques des composés. Ces méthodes permettent de déterminer
les structures moléculaires dont dépendent le plus souvent les
propriétés biologiques des composés.

L'analyse est cependant rarement conduite sur la substance
brute. Celle.ci subit auparavant un fractionnement et I'analyse
porte sur les fractions obtenues .. C'est pourquoi les méthodes de
(séparation» ont également une grande importance.

Nous essaierons de montrer ce qu'une méthode de séparation
- la chromatographie en phase gazeuse - et une méthode d'iden-
tification - la spectroscopie infra-rouge - peuvent apporter au
laboratoire de recherches sur la biochimie des lipides du lait.

1 .- La chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse permet non seulement
la séparation des composés mais aussi dans certains cas leur iden-
tification et leur dosage. '

Nous rappellerons les récents perfectionnements des appareils
de chromatographie en phase gazeuse; nous en verrons ensuite
l'utilisation au laboratoire.

A) Récents perfectionnements des appareils de chromatographie en
phase gazeuse [l, 2, 3].
Le détecteur a ionisation de flamme s'est trés vite répandu
durant ces derniéres années. Sa sensibilité est environ dix mille

(1) Le méme sujet a été traité dans un exposé oral présenté par l'auteur
a la réunion du Cercle International des chercheurs laitiers, 3-4 septembre
1963, a Kiel, (Allemagne).
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fois plus grande que celle du détecteur a thermoconduction. Ce
détecteur convient a l'analyse des composés présents a l'état
de traces et ne nécessite en dosage normal qu'une tres faible quan.
tit¢ de produit ce qui favorise la séparation. Ce détecteur répond
a la plupart des composés organiques (comportant une source de
carbone) mais ne répond pas a certains gaz, ni a l'eau. Il est ainsi
possible d'injecter directement dans la colonne une solution aqueuse
de composés volatils. Le gaz vecteur étant de l'azote, cet appareil.
lage est relativement économique.

Le détecteur a capture d'électrons a une sensibilité plus élevée
encore. L'étude des substances halogénées constitue sa principale
application. De plus certains composés qui ne «répondent» pas au
détecteur a ionisation de flamme, peuvent é&tre décelés par le
détecteur a capture d'électrons. Certains appareils récents de ehro-
matographie en phase gazeuse permettent ['utilisation simultanée
des deux détecteurs et l'enregistrement simultané des deux chroma.
togrammes  obtenus. "

La programmation de température permet d'obtenir une répar-
tition uniforme des pics et une plus grande netteté des pics corres-
pondant aux composés de poids moléculaire élevé. Elle permet
également un gain de temps.

L'introduction des colonnes capillaires de Golay (German
Pa:tent nv 1063.409) a considérablement amélioré la résolution.
Il est ainsi possible avec ces colonnes de séparer des composés
absolument indiscernables sur colonne standard, quel que soit le
détecteur utilisé.

Parmi les accessoires divers utilisés au cours de l'analyse' par
chromatographie  en Iphase gazeuse nous retiendrons l'accessoire
de pyrolyse. La pyrolyse est une décomposition thermique non
oxydative d'une substance. Il est ainsi possible d'étudier par
chromatographie en phase gazeuse, des produits solides non volatils,
susceptibles d'étre fractionnés par la chaleur. Les plastiques en
fournissent un exemple, or ils intéressent parfois l'industrie laitiére.

Enfin les appareils de chromatographie préparative permettent
de fractionner, généralement de maniére automatique, une gquantité.
importante (100 ml par exemple, injectés par fractions de 1 ml)
d'un mélange de composés, et de récupérer, également de maniére
automatique, les composés purs, ou les groupes de composés (si
plusieurs composés ont le méme volume de rétention sur la colonne
utilisée), qui peuvent étre ensuite, étudiés avec un appareil de
chromatographie en phase gazeuse de plus haute sensibilit¢ ou de
plus haut pouvoir de résolution, ou par toute autre méthode d'iden-
tification.

B) Applications de la chromatographie  en phase gazeuse a l'étude
des lipides du lait.

Si on la considere comme une méthode de séparation, la chro-
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Fig. 1. - Analyse par chromatographie en phase gazeuse des esters
méthyliques -des acides gras du lait de brebis. (Les résultats ne sont pas
quantitatifs  pour les acides gras comptant moins de 10 atomes de carbone).
Oonditions de I'analyse:

Appareil Aerograph Hy Fi-650 C; détecteur a ionisation de flamme.

Colonne: Diametre intérieur 0,3 mm (I/Se de pouce anglais) ; longueur

3,04S m (10 pieds anglais); remplie a 10 p. 100 de polyester de Craig

(succinate de butanediol) sur brique a féu lavée a l'acide (60/SOmesh).
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matographie en phase gazeuse permet d'obtenir des ‘fractions
soumises a l'analyse par spectrophotométrie dans l'ultra-violet
ou l'infra-rouge ou par spectrométrie de masse.

Magidman, Herb et leurs collaborateurs ont ainsi procédé
pour identifier ct doser les 64 acides gras trouvés dans le beurre
[4, 5].

C'est également de cette facon que des produits formés au cours
de l'oxydation des lipides du lait ont pu étre séparés et identifiés
(travaux de Forss [6, 7, 8, 9, 10], de ElI Negoumy [11], parmi
beaucoup d'autres).

Mais, le plus souvent, la chromatographie en phase gazeuse
est utilisée aussi comme méthode d'identification. On se base
pour cette identification sur la mesure du volume de rétention,
la comparaison avec des produits de référence, le comportement
des composés sur deux colonnes de polarité différente. Les figures
1 et 2 constituent des exemples d'application. A partir du chroma-
togramme reproduit sur la figure |1, il est possible« d'identifier»
plus d'une trentaine d'acides gras comprenant des acides saturés
et monoénes a chaine droite, et des acides iso et antéiso a chaine
ramifiée. De plus les acides diénes et trienes a 18 atomes de carbone
sont également individualisés.

Les applications sont nombreuses dans le domaine de I'étude
des lipides du lait.

Si l'on s'intéresse aux problemes de qualité, le controle de la
pureté du beurre par exemple peut étre assuré par l'emploi de la
chromatographie en phase gazeuse a l'analyse soit des esters
méthyliques préparés a partir des acides gras du beurre [12, entre
autres], soit des acides gras eux-mémes [13], soit de la fraction
insaponifiable du beurre [14].

La chromatographie en phase gazeuse a été appliquée a de
nombreux autres problémes de recherches concernant la biochimie
des lipides du lait. Quelques exemples tirés d'expériences person-
nelles, seront présentés.

Nous avons précisé les différences qui existent dans les propor-
tions relatives des acides gras des laits de quelques espéces animales:
ruminants et monogastriques [15]. Parmi les laits de ruminants,
ceux de chévre et de brebis contiennent toujours une proportion
d'acide capri que nettement plus élevée que celle trouvée dans le
lait de vache. D'autres différences spécifiques existent en ce qui
concerne certains acides gras mineurs [16].

Le probleme de l'influence de l'alimentation des vaches laitieres
sur la composition des acides gras du lait a donné lieu a un, tres
grand nombre de publications. Les proportions relatives des acides
gras du lait dépendent en effet dans une trés large mesure des condi-
tions d'alimentation des vaches laitieres. De nombreux exemples
peuvent étre trouvés dans une publication récente [17].
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En technologie laitiere, la chromatographie en phase gazeuse
peut étre utilisée a I'étude des acides gras libérés au cours de l'affi-
nage des fromages. Si l'on considére les acides gras présents dans
les lipides du lait (essentiellement les acides comptant 4 a 18 atomes
de carbone), la lipolyse qui se produit au cours de l'affinage des
fromages n'apparait pas préférentielle, c'est-a-dire que I'on retrouve,
a peu de chose pres, les mémes acides gras dans les mémes propor-.
tions relatives, qu'il s'agisse des acides gras libres ou des acides gras
des glycérides. Cependant ceci est surtout exact' pour les fromages
a pate cuite. Cette similitude dans les proportions relatives est moins
nette dans le cas des fromages a pate molle et, en ce qui concerne
le Camembert, on trouve toujours une proportion nettement plus
élevée d'acide oléique dens les acides libres que dans les acides des
glycérides [16].

La chromatographie en phase gazeuse a aussi été utilisée en
vue de l'analyse des acides gras volatils présents dans les fromages
affinés. Certains de ceux-ci proviennent, au moins partiellement
de la lipolyse atteignant la matiére grasse du lait, mais d'autres
qui ne sont pas présents dans cette matiére grasse résultent de
l'activité des microorganismes, en particulier de leur action sur
les acides aminés [18]. Telle peut étre l'origine des acides formique,
acétique, propionique, isovalérique et valérique trouvés dans divers
fromages.

L'appareillage moderne de chromatographie en phase gazeuse
(@ grande sensibilité et a grand pouvoir de résolution), et aussi
l'association de la chromatographie en phase gazeuse avec d'autres
techniques modernes d'analyse, trouvent des domaines nouveaux
d'application. .

Le probléme de l'arbme - de l'arbme .des produits laitiers en
particulier -, en est un exemple. Les composés responsables de
I'ardbme spécifique des produits laitiers ont en effet le plus souvent,
pour origine et (ou) pour support la fraction lipidique. L'étude
de lI'arbme des produits laitiers s'inscrit ainsi dans I'étude beaucoup
plus vaste de la biochimie des lipides du lait.

Utilisant les derniers perfectionnements techniques (analyse
par spectrométrie de masse des composés séparés sur colonne
capillaire et émergeant du chromatographe), Day et Libbey [19] ont
décelé cent trente composés différents - dont la plupart ont été
identifiés - lors de l'analyse de l'arbme du Cheddar.

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse des « vapeurs
odorantes» des produits laitiers est une technique récente suscepti-
ble d'apporter des renseignements -sur la qualit¢ des produits
laitiers, grace a l'obtention de « profils» caractéristiques. Voici
quelques applications qui concernent le lait [20, 21], la créme
[22], et les fromages [23, 24]. Cette technique présente l'intérét
de se rapprocher de l'olfaction.
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Des progrés considérables ont ainsi été obtenus dans la connais.
sance des composés responsables de l'ardbme caractéristique des
produits laitiers. La preuve en est fournie par le dép6t d'un certain
nombre de brevets concernant soit des formules de « mélanges
odorants»  soit des procédés d'obtention de certains produits
odorants. A titre d'exemple nous citerons un brevet donnant la
formule d'un « mélange» a «l'ardbme caractéristique de fromage
bleu» [25].

Actuellement la chromatographie en phase gazeuse a cependant
des limites. Le dosage des acides polyinsaturés du beurre par
exemple, est nettement plus précis (sinon plus exact) par spectre-
métrie dans l'ultra- violet que par chromatographie en phase gazeuse.
La spectrophotométrie dans J'ultra- violet permet en outre le dosage
de l'acide diéne conjugué, impossible par chromatographie en phase
gazeuse dans les conditions courantes, mais ne fournit par contre
aucune indication concernant le poids moléculaire des acides gras.
La chromatographie en phase gazeuse présente également des
limites en ce qui concerne [l'identification. Celle-ci n'est possible
que lorsqu'il s'agit de séries homologues, et ne conduit jamais a
une certitude absolue.

Il. - La spectroscopie infra-rouge

La spectroscopie infra-rouge est par contre et par excellence
une méthode d'identification.

A) Oonsidérations  générales.

La région du spectre électromagnétique  correspondant au
rayonnement infra-rouge s'étend de 0,8 1. a 15, 25, 50 ou méme 100 [
(infra-rouge lointain). Mais c'est essentiellement entre 2 p et 15 o
que la technique d'analyse a été utilisée.

A chaque longueur d'onde du rayonnement correspond une
fréquence de vibration. Or, dans la matiére qui subit le rayonne-
ment, des vibrations existent provenant du mouvement des atomes
et des molécules. Ces vibrations de valence ou de déformation
possedent une fréquence déterminée. S'il y a identité entre la
fréquence du rayonnement et la fréquence d'une vibration interne
un phénoméne d'absorption d'énergie prend naissance. Un signal
est alors enregistré. Si on fait défiler I'ensemble des fréquences
du rayonnement infra-rouge devant le composé, on obtient un
spectre caractéristique de la molécule, une .« empreinte digitale»
permettant  l'identification. .

L'analyse par étude de l'absorption dans l'infra-rouge fournit
avant tout des renseignements sur les groupes fonctionnels de la
molécule. Pour un méme groupe fonctionnel on a différentes bandes
d'absorption correspondant a des vibrations de nature différente.

Prenons des exemples dans le domaine des lipides qui nous
intéresse. On peut ainsi reconnaitre les groupement OH, -CHy-
et -CHa terminal. La double liaison est peu apparente sauf en
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bout de chaine (groupement vinyle). Par contre l'isomérie géomé-
trique (liaison trans) au niveau de la double liaison donne une
absorption forte. La bande est identique quel que soit I'empla-
cement de la double liaison (acide élaidique ou acide vaccénique)
et d'autant plus importante qu'il y a plus de liaisons trans (isolées),
d'ou l'utilisation de cette bande en analyse quantitative. Dans
le cas des doubles liaisons conjuguées trans, on'observe un dépla-
cement du maximum : de 10,36 fL p'Our la liaison trans isolée on
passe a ]0,12 1. pov.r les liaisons conjuguées.

On distingue parfaitement la forme ester de la forme' acide
gras. En effet la vibration de valence du carbonyle de la fonction
ester se manifeste a une fréquence plus élevée que celle du carbonyle
de la fonction acide.

Les aldéhydes ont un spectre caractéristique : le OH de la
fonction - C",;;~ absorbe juste apres les bandes CH,

On peut distinguer dans des conditions de meilleure résoluti on
c'est-a-dire en utilisant un prisme de fluorure de lithium par exemple
(plus dispersif que le prisme CINa entre 2 1. et 4 1), les bandes
correspondant au groupe OH des alcools ou au groupe OH des
hydroperoxydes.

Ces quelques exemples n'ont pour but que de faire entrevoir
les tres grandes possibilités que possede cette méthode d'identifi-
cation, dans le domaine de I'étude biochimique des lipides. L'appli-
cation de la spectroscopie infra-rouge a l'étude des lipides a d'ailleurs
fait lI'objet de plusieurs publication» [26, 27, 28. 29].

B) Quelques exemples d'application a l'éfude des lipides du lait.

La spectroscopie infra-rouge, méthode _d'identification s'ap-
plique essentiellement a Il'analyse de composés déja isolés par
d'autres techniques (chromatographie en phase gazeuse ou en
couche mince par exemple).

Ainsi a partir des lipides totaux du lait, ilest possible d'identifier
les fractions lipidiques isolées par chromatographie sur couche
mince, ou par dialyse organique [30J : esters de stérol, triglycérides,
acides gras libres, glycérides partiels et phospholipides.

Appliquée a l'analyse des acides gras, la, spectroscopie infra.
rouge permet le dosage quantitatif des liaisons trans. Le dosage
de l'acide vaccénique (trans-ll-octarlécénoique) dans le beurre
a été effectué de cette facon [31]. Cependant la méthode 'de dosage
basée sur l'absorption infra-rouge est relativement peu sensible.
Le taux des isoméres trans dans le beurre variant entre 3 et 8 p. 100
des acides gras totaux, il est préférable d'effectuer le dosage sur
une fraction enrichie en isoméres trans.

La spectroscopie infra-rouge trouve un champ d'application
étendu dans lidentification des composés isolés lors de I'étude
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de I'ardbme des produits laitiers. Une simple modification de struc-
ture décelable par l'analyse infra-rouge (une isomérie géométrique
par exemple) peut en effet .transforrner la nature d'un arbme (27).

C) Progres récents concernant l'instrumentation infra-rouge.

Tous les appareils destinés a l'analyse travaillent maintenant
en double faisceau.

L'introduction des réseaux en remplacement des prismes a
apporté une tres grande amélioration. Non seulement ils permettent
de se libérer des servitudes imposées par certains prismes, celui du
chlorure de sodium notamment, mais ils améliorent nettement
la qualité de l'analyse. Pour une méme largeur de fente, la résolu-
tion est environ dix fois meilleure : par exemple l'intervalle de
fréquence résolue sera de 1,1 cm-l pour le prisme de chlorure
de sodium alors qu'il sera de 0,12 cm-l pour le réseau.

Ceci est important pour les recherches de structure pour les.
quelles un spectre tres détaillé est utile, et présente un intérét
particulier dans I'étude des liquides et des solides. L'utilisation
des réseaux permet aussi de disposer d'une plus grande énergie
(a largeur de fente égale) que dans le cas du prisme, et ceci permet
une meilleure analyse des composés qui dispersent beaucoup.
Le champ d'application des réseaux est donc plus grand que celui
des prismes.

Un certain nombre d'accessoires utilisés dans I'analyse infra-
rouge sont relativement récents. Ils permettent d'accroitre les
domaines d'utilisation de la méthode.

Certains accessoires permettent de travailler avec une plus
faible quantité de produit. Ainsi, pour remplir une cuve de 0,1 mm
d'épaisseur il faut disposer de dix gouttes environ de substance.
Avec une microcuve, une goutte suffit.

Le pastillage tres employé pour I'étude des solides, nécessite
généralement 1a 3 mg de substance broyée avec 300 mg de bromure
de potassium, pour une pastille de 13 mm de diametre. Il est
maintenant  possible de fabriquer des micropastilles avec 50 flLg
de substance et 25 mg de bromure de potassium. La pastille mesure
3 mm et est tenue par un anneau de plomh. On peut descendre a
15 fLgde substance si on dispose d'un expanseur d'échelle. Enfin
il est encore possible avec seulement 1,5 fLgde substanoe de fabriquer
une ulbra-micropastdlle de 0,5 mm. Il est alors nécessaire de
T'«illuminer» davantage. Ceci est possible avec le microillumina-
teur [32].

Parmi les autres accessoires susceptibles de nous intéresser,
citons la cuve chauffante qui permet d'accroitre les possibilités
d'absorption  par dissociation thermique des molécules associées,
le polariseur dont I'utilisation permet de connaitre [l'orientation
des chaines moléculaires ou des cristaux.
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Des accessoires de réflexion existent permettant I'étude du
spectre de réflexion de surfaces plates et les spectres d'absorption
de revétements transparents sur des surfaces réfléchissantes.

L'accessoire ATR [33], de réflexion totale atténuée, peut trouver
dans le laboratoire de recherches laitieres quelqu'application
nouvelle grace a la diversité de nature des échantillons qui peuvent
ainsi se préter a l'analyse infra-rouge (morceaux de fromage,
par exemple).

Le spectre obtenu est différent d'un spectre d'absorption,
et généralement moins résolu, mais on y trouve cependant les
bandes fondamentales. Cet accessoire est encore trop récent pour
gu'une juste appréciation puisse étre portée sur lui, surtout dans
le domaine qui nous occupe.

L'analyse par spectroscopie infra-rouge, comme la chromato-
graphie en phase gazeuse, a aussi ses limites.

La spectrométrie de masse peut alors compléter la spectroscopie
infra-rouge, en particulier pour la détermination du poids molé-
culaire. Le spectre de masse indique a c6té du poids moléculaire
du composé principal, les' poids moléculaires des fragments de la
molécule. Ces fragments sont caractéristigues d'un composé.
Il n'est cependant pas possible, par .spectrométrie de masse, de
distinguer les isomeéres (isomeéres stériques, par exemple).

Conclusion

Un mot pourrait étre dit en ce qui concerne le prix de revient
des analyses. Kienitz [34] a présenté un tableau concernant cette
question ou l'on peut voir que la microanalyse organique co(te,
par exemple, dans des conditions donné-es, 11 000 D.M. (13750 F)
par an avec un colt par analyse de 11 D.M. (13,7 F). Le rapport
colt en équipement/colt en personnel et de 8 : 100.

Dans les mémes conditions I'analyse infra-rouge colte 22 000
D.M. (27 400 F) avec un colt par analyse de 5 D.M. (6,25 F).
Ce qui revient a dire que, pour le méme prix, on effectue deux
fois plus d'analyses par infra-rouge que par microanalyse organique,
mais le rapport colt en équipement/colit en personnel devient
83 : 100.

Dans le domaine de la biochimie des lipides du lait. I'utdliaatdon
des techniques modernes d'analyse est indispensable si I'on désire
accrofitre les connaissances fondamentales concernant la composition
de ces lipides, les mécanismes de biosynthése qui les concernent
et les processus de transformation et d'altération, a l'origine de
tant de problemes pratiques. Le choix des sujets de recherche
peut étre guidé par I'équipement dont on dispose. Ceci permet
d'utiliser davantage les appareils et de les amortir plus rapidement.
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Cet équipement analytigue moderne se préte bien aux 'exigences
des laboratoires de contrle. Des analyses en série peuvent étre
facilement exécutées.

On peut rappeler ici l'utilisation de la spectroscopie infra-
rouge pour le dosage simultané de la matiere grasse, de la matiere
azotée, du lactose et de l'extrait sec dégraissé d'un échantillon
de lait ]35]. Cependant. ce dosage n'est possible qu'en utilisant
le spectrométre infra-rouge spécialement congu pour atteindre cet
objectif [36].

Il est souhaitable, dans un laboratoire moderne s'intéressant
a la biochimie des lipides du lait, de disposer d'un équipement
d'ensemble, comportant plusieurs chroms.tographes et plusieurs
spectrophotometres (ultra. violet, visible, infra-rouge) s'ajoutant
a l'équipement devenu classique de chromatographie sur colonne
et sur couche mince. Les meilleurs résultats analytiques sont
fournis par l'emploi conjugué des différentes méthodes. Un regrou-
pement de divers services de recherches ou de contrble, ayant pour
objectif I'étude des lipides du lait ou des produits animaux .pa.r
exemple, peut ainsi s'avérer nécessaire, un méme service analytique
étant mis a la disposition des autres services.

Summary

Newanalysis techniques can now be employed for investigating
the biochemistry of rnilk lipids.

Gas chromatography enables not only the separation of com-
pounds but also, in some cases, their identification and their
amount. Infra-red spectroscopy is parbicularly suitable for iderrti-
fication of compounds, and new improvements are described.
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