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Introduction

Le fractionnement sur cotiche mince de silicagel imprégné de
nitrate d'argent des esters méthyliques totaux du beurre a permis
d'isoler les esters d'acides gras trans du beurre (Kuzdzal-Savoie
et al., 1966; Perron et al., 1967).

Mais d'autres groupes d'acides gras sont aussi isolés et ce
fractionnement peut étre considéré comme une méthode prélimi-
naire générale facilitant I'étude ultérieure de certains acides gras
mineurs du beurre.

Au cours du présent t.ravail, nous avons recueilli a partir des
esters totaux du beurre diverses fractions que nousavons soumises

un premier examen. Nous avons en outre cherché a améliorer
la résolution du fractionnement.

Méth~de expéri mentale

Le beurre utilisé dans la présente étude a été fabriqué selon le
procédé industriel & Surgéres (Charente. Maritime) ie 5 mai 1966.

A) Fractionnement.

Nous avons successivement pratiqué le fractionnement classique
a développement vertical sur plagues de 20 x 20 cm (essai 1) et
le fractionnement a développement horizontal sur plaques de
20 x 40 cm (essai 2), pour lequel nous avons utilisé apres l'avoir
modifié, I'appareillage B. N. de Desaga.

La préparation des plaques est semblable dans les deux cas :
nitrate d'argent, silicagel G et eau sont utilisés dans le rapport 1/3/6,
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I'épaisseur de la couche est de 1 mm pour les petites 'plaques et
de 0,5 mm pour les grandes plaques. Le dép6t est effectué par points
ou par bandes et les esters sont utilisés a une concentration de
6 ou 10 p. 100. Le solvant de développement est un mélange
benzéne/éther de pétrole (80/20). Le développement dure 30 minutes
(essai 1) ou 2 h -2 h 30 (essai 2).

Leschromatoplaques  sont révélées sous U.V. aprés vaporisation
par une solution de 2,7-dichlorofluorescéine a 0,2 p. 100 dans
I'éthanol. Les révélations aux vapeurs d'iode. ou a l'acide phospho-
molybdique (solution a 20 p. 100 dans I'éthanol) ont été parfois
utilisées.

B) Etude des tractions.

Les fractions d'esters sont recueillies au moyen d'un systeme
d'aspiration automatique, dans une cartouche de cellulose. Celle-ci
est ensuite placée dans un appareil B.B.S. d'extraction en continu.
L'oxyde d'éthyle est utilisé comme solvant d'extraction.

a) Spectrophotométrie infra-rouge.

Les esters sont déposés sur les fenétres de ,chlorure de sodium
sous forme de films de moins de 0,025 mm d'épaisseur. L'étude de
la zone 10-11  permet de déterminer la présence ou l'absence
de liaisons trans. '

b) Chromatographie en phase gazeuse.

'Les esters recueillis sont directement injectés dans I'appareil
de chromatographie en phase gazeuse: Aerograph Hy Fi - 600 - C,
a détecteur a ionisation de flamme, équipé d'une colonne de 3 m
de long et de 0,3 cm de diametre intérieur, chargée a 10 p. 100 de
.succinate de diéthylene glycol sur chromosorb W lavé aux acides
(80/100 mesh), 'et chauffée a une température voisine de 1500 C ou
de 1700 C. On a également utilisé le sucoinate de butane diol
(polyester de Craig) dans les mémes conditions que le succinate
de diéthyléne glycol. .

A diverses reprises des esters connus ont été 'ajoutés aux fractions
étudiées pour faciliter la reconnaissance des pics.

Résultats

\A) Résolution.

Deux chromatoplaques obtenues, l'une dans les conditions de
l'essai 1 et l'autre dans les conditions de l'essai 2, sont présentées.
respectivement sur les figures 1 et 2. Sur la chromatoplaque de la
figure 2 apparait également I'image du fractionnement des esters
méthyliques d'un échantillon de saindoux effectué simultanément
au fractionnement des esters du beurre,
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On observe une amélioration de la résolution de l'essai | a
l'essai 2. L'espace séparant les monoémes-trans des monoémes-cis
est, dans l'essai 2, relativement grand ce qui permet un bon isole-

A o1 O~
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Fig. 1.- Fractionnement des esters 'méthyliques du beurre-dans les conditions
de l'essai 1. Les fractions recueillies sont numérotées de 1 a 7.

1 : esters polaires et triénes; 2: dienes; 3:?;

4 : monoenes-cis; 5:?; 6: monoenes-trans ; . 7 : saturés.
a
b
c
d
e

Sa Be
Fig. 2: = Fractionnement des esters méthyliques du beurre (Be) et du

saindoux (Sa) dans les conditions de l'essai 2. -,
a" saturés et ramifiés; b, monoénes trans; c, dienes conjugués (?);
d, monoénes-eis , e, diénes non conjugués; f, trienes et esters, polaires.’'
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ment de la bande intermédiaire. Deux bandes mineures supplé-
mentaires ont été observées lors du fractionnement des esters
méthyliques du beurre, I'une située juste au-dessus des cis-monoenes,
l'autre juste au-dessous des monoenes trans. Oes bandes mineures
n'‘apparaissent pas sur la figure 2.

Au niveau des dienes on observe, pour le beurre, quatre zones
ou bandes d'intensité variable.

La technique de fractionnement proposée facilite donc I'étude
détaillée des acides gras du beurré puisqu'elle permet d'obtenir
d'une maniere relativement simple des groupes d'acid~s gras
théoriquement plus' homogénes que le mélange de départ.

B) Etude des fractions obtenues dans les conditions de l'essai 1.

Les résultats pondéraux obtenus au cours de onze opérations
successives de fractionnement et de récupération selon l'essai L,
sont portés dans le tableau 1. A chaque opération, 7 fractions
furent recueillies, désignées de FI a F7, depuis le bas de la plaque
jusqu'a I'extrémité supérieure. On constate que la reproductibilité
du fractionnement ‘est relativement bonne mais l'analyse n'est que
semi-quantitative.  Les zones correspondant aux acides polyénes
sont d'ailleurs assez difficiles a délimiter, car on observe plusieurs
bandes. De plus, les composés restant a l'origine sont incorporés
a la fraction FI (qui comprend également les trienes).

Les différentes fractions recueillies au cours de I'essai 1 (premiere
opération) ont été soumises a un rapide examen.

a) Spectrophotométrie infra-rouge;

Une bande intense a été observée a 10,36 [ pour la fraction FG6,
gue nous savons étre constituée par les esters d'acides gras trans.

La fraction F5 présente également une absorption a 10,36 [
mais celle-ci est complétée par une absorption a 10,18 tL; & 10,54 p.
on déceéle une trés légere inflexion de la courbe. Les fractions FI,
F2 et F3 provenant de la région des polyénes montrent une légére
absorption wvers 10,36 [

b) Ohromatographie en phase gazeuse.

La fraction F7 est constituée par les acides saturés a chaine
droite auxquels s'ajoutent les acides .ramifiés facilement recon-
naissables par leurs temps de rétention, bien conn~s dans le cas
du beurre. Le rapport acides ramifiés/acides saturés a chaine
droite est, dans la fraction F7, approximativement égal a ce qu'il
est dans les esters totaux. Les acides ramifiés se retrouvent donc, .
pratiquement en totalité, avec les acides saturés a chaine droite.
Dans le beurre les acides ramifiés connus sont d'ailleurs tous saturés
(Iverson et al., 1965).

Le chromatogramme des acides gras trans du beurre, isolés
par chromatographie sur couche mince (fraction F6) est analogue



MEMOIRES ORIGINAUX 125

au chromatogramme des acides trans isolés par chromatographie
sur colonne (Kuzdzal-Savoie et Raymond, 1965) : pic majeur 18 : L,
comportant un pic mineur adjacent (dont le temps de rétention
est légerement plus élevé), présence de pics dont les temps de réten-
tion sont analogues a ceux des acides 16 : let 17 : I.

De méme le chromatogramme de la fraction F4 est analogue
a celui obtenu antérieurement a partir des esters monoénes-cis,
isolés par chromatographie sur colonne (Kuzdzal-Savoie et
Raymond, 1965). L'acide monoene a 18 atomes de carbone corres-
pond a environ 90 p. 100 des acides de cette fraction. On observe
également les pics correspondant aux acides mineurs monoenes
a 14, 16 et 17 atomes de carbone. Cependant un pic supplémentaire
dont le temps de rétention est voisin de celui de l'acide iso 16 : 0
apparait sur le chromatogramme de la fraction F4.

La fraction F5 est constituée par la zone qui s'étend entre les
monoénes-trans et les monoenes-cis. Dans cette zone apparait une
bande nettement individualisée. .

Les Il fractions F5 recueillies au cours des opérations succes-
sives de fractionnement dans les conditions de l'essai 1 ont été
réunies. L'analyse par chromatographie en phase gazeuse, conduite
en utilisant du succinate de butane diol comme phase stationnaire,
a permis d'ol5tenir le chromatogramme reproduit sur la figure 5.
On observe un pic 18 : 1 relativement important et 4 pics (numé-
rotés de 1a 4) a temps de rétention élevé.

Dans les conditions de l'analyse chrornatographique utilisées
ici, les longueurs de chaine équivalentes correspondant aux pics 1
a 4 sont: 19,55 - 19,75 - 20,1 et 20,4. Dans les mémes conditions
d'analyse les longueurs de chaine équivalentes des acides linoléique
et linolénique sont respectivement de 18,75 et de 19,25.

Le chromatogramme de la fraction F2 (également porté sur la
figure 3) comporte un double pic majeur qui se place au niveau
des diénes a 18 ato~es de carbone ..

Dans la fraction FI un pic notable est observé au niveau des
triecnes a 18 atomes de carbone, mais de nombreux autres pics
sont présents; en particulier des pics dont les temps de rétention
sont voisins de ceux des acides a 14, 16 ou 17 atomes de carbone:

,Discussion

Comme nous l'avons annoncé dans l'introduction le travail
présenté constitue une étude préliminaire.

Il nous a permis de fractionner les esters méthyliques totaux
du beurre en groupes comportant un nombre restreint d'acides
gras de nature relativement homogene, sur lesquels une étude
ultérieure peut étre engagée.

- Ainsi le présent travail nous ape~mis d'isoler un groupe d'acides
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TABLEAU]

FRACTIONNEMENT

1 2 3 4
fractions Dénomination mg 0 ! mg % mg % mg % mg

7 Saturés 80,2 49,3 146,1 52,5 133,3 54,2 1580 58,8 1872
6 Monoénes trans 12,5 7,7 19,4 7,0 18,5 75 22,0 8,2 23,7
5 ? 72 44 90 32 66 27 109 41
4 Monoénes Ois 476 293 67,1 242 621 252 581 218 729
5 _— - - __ -

Diénes 9,2 57 19,2 6,9 14,6 59 8,6 3,2 146
2 '
1 Polyenes 5,8 36 17,3 6,2 1,1 45 10,6 39 124

Total 162,5 100 1278 1 100 246,2 100 268,1 100 320,6

gras (situé entre les cis-monoénes et les trans-monoénes)  sur lequel
nous porterons en premier lieu notre attention.

Les études par chromatographie sur couche mince de silicagel
imprégné de nitrate d'argent réalisées a partir d'esters connus
(De Vries et Jurriens, 1963; de Jong et Van der Wal, 1964;
Pallota et al., 1965; Morris, 1966) montrent qu'un certain nombre
d'acides peuvent, sous forme de leurs esters méthyliques se-placer
entre les cis-monoenes et les tcans-moncénes.  Ces acides peuvent
étre des isomeres de position de l'acide oléique dont la double
liaison est plus éloignée du carboxyle que le carbone 9, des acides
a plus longue chaine (20 ou 22 atomes de carbone), dont la double
liaison cis est aussi plus éloignée du carboxyle que le carbone 9.
Il peut s'agir également d'acides monoénes trans a 18 atomes de
carbone dont la double liaison serait plus proche du carboxyle
qgue le trans monoéne majeur du beurre (trans, ll-octadécénoique),
ou d'acides monoenes trans a plus courte chaine. Enfin parmi les
acides dienes citons les acides a double liaisons non conjuguées
trans- trans (ils seraient alors trés proches des monoenes-cis) et
les acides a doubles liaisons conjuguées cie-trans ou trans-trans

DES

-

58,2

7,4
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ESTERS METHYLIQUES DU BEURRE

6 7 8 9 10 11
Ilmg % | Mg % | mg %[ mg % | mg % | mg % Moyenne
259,5| 51,7|261,2| 54,4|324,3| 57,0| 156,2 215,6| 55,6 |3745| 54,2 54,6
—_— —— —— —— —— —_ 1--—- —_ —— —— ——

44,6 89| 388 8,1l 444 78| 26,0 28,6 741 59,1 8,5 7,8
—_— —_— —_— —— _ —_ 1--—- —— —_—— —_— -

189 .3.8] 155 32| 14,2 25 8,9 11,0 28] 323 4,7 35
115,4| 23,1| 114,01 23,9| 136,6]| 24,0 (21,1) 96,3| 24,9|162,6| 234 24,3
- —_— - _ _—— 1| —= _— - -

41,9 84| ,31,0 6,4 317 5,5 304 24,8 64| 42,6 6,2 59

20,6 4,1 19,4 4,0 18,3 3,2 17,2 11,3 2,9 20,6 3,0 3,9
500,9| 100 | 479,9| 100 | 569,5| 100 259,8 387,6| 100 691,7| 100 100

(ces derniers seraient alors trés proches des monoénes trans, les
dienes ois-trans se plagant un peu au-dessous).

Compte tenu des résultats que nous avons obtenus au cours
des analyses spectrophotométriques et chromatographiqués et en
nous appuyant sur les études de Scott et al. (1959), de Litchfield
et al. (1963), de Body et Shorland (1965), nous pensons que la
fraction F5 contient une forte proportion d'acides dienes conjugués,
ceux-ci se trouvant groupés sur' la chromatoplaque, dans la
bande centrale de la zone qui s'étend des monoénes trans aux
monoénes ois, et apparaissant sur le chromatogramme de la fraction
'F5 au 'niveau des pics numérotés de 1a 4.,

Un argument en faveur de cette hypothése est donné par l'image
du fractionnement des esters méthyliques du saindoux; 2 bandes
fines surmontent l'ester de l'acide oléique mais aucune bande
n'‘apparait dans la zone des dienes conjugués. Or lverson et al.
(1965) ont récemment démontré l'absence de ces composés dans le
saindoux. '

Les acides diénes conjugués du beurre n'ont pas été antérieu-
rement isolés. L'emplacement des doubles liaisons n'a pas, a notre
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F4

18:2

F5

13: 12

Fig. 3. - Chromatogrammes des fraotions F4, F2 (premiére opération) et
F5 (11 opérafions réunies) obtenues dans les oonditions de l'essai 1. (Cf.
tableau  1).

Phases stationnaires : pour F4 et F2, suooinate de diéthyléene glyool ;
pour F5, suooinate de butane diol.

connaissance été précisé. Par contre Smith et al. ont des 1954
indiqué que les acides diénes du beurre présentaient la configuration
ois-trans et trans-trans, la premiere configuration étant prépon-
dérante. Ceci a été confirmé par Herb et al.,, en 1962, a l'aide de la
chromatographie en phase gazeuse. Jusqu'a maintenant les acides
diénes conjugués cis-cis a 18 atomes de carbone n'ont été trouvés
dans aucun produit naturel (Body et Shorland, 1965). La présence
de ceux-ci dans le beurre a cependant été suggérée (Kuzdzal-
Savoie et al., 1966).

Il convient donc d'étudier d'une maniere approfondie les
constituants de la fraction F5. On utilisera pour cela les conditions
de meilleure résolution proposées dans l'essai 2, lors du fraction-
nement des esters méthyliques du beurre sur. couche mince de
'silicagel imprégné de nitrate d'argent, et les méthodes d'identi-
fication spectrophotométriques et chromatographiques appropriées.

Les conditions dans lesquelles se déroulent le fractionnement

sur couche mince, la récupération des esters et leur analyse, sont
tres favorables au développement de I'oxydation. Celle-ci peut
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entrainer la formation d'acides gras différents de ceux existants
a l'origine dans le beurre. Toute précaution devra étre prise dans
ce domaine afin d'éviter une interprétation erronée des résultats.

(Recu pour publication en octobre 1967)

Résumé

Le fractionnement des esters méthyliques du beurre par chroma-
tographie sur couche mince de silicagel imprégné de nitrate d'argent,
permet d'isoler les groupes d'acides gras suivants : saturés (et
ramifiés); monoenes trans, diénes. conjugués (?), monoénes-cis,
dienes non conjugués, trienes et acides polaires.

Dans des -condibions de résolution améliorée (chromatographie
horizontale sur plaque de 40 cm de long), le fractionnement peut
étre utilisé a I'étude des acides gras mineurs présents dans les
différents groupes.

L'étude des acides dienes conjugués du beurre constitue un
exemple d'application de la méthode proposée.

Summary

By fractionating methyl esters of butter by thin layer chroma-
tography on silver nitrate impregnated silicagel, the following
groups of fatty acids have been separated : saturated (and bran-
ched); monoene-trans, diene conjugated (1), monoene-cis, diene
non conjugated, triené and polar acids,

The resolution conditions being improved (horizontal chroma-
tography on 40 cm long plates), the fractionating may be applied
to the study of minor fatty acids in the different groups.

The method proposed may for instance be used for studying
the diene conjugated acids of butter.
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