MESURE DE LA LIPOLYSE DANS LE LAIT (ll)
La méthode aux savons de cuivre (MSC)

INTRODUCTION

Suile & un premier adicle dans “La Letfre de CECALAIT" n° 4,
{Octobre 1992) concernant Ja méthode BDI, nous décrivons, dans
ce numéro, la méthode dite “aux savons de cuivre®.

Celte méthode détermine par réaction colorimétrique, les acides
gras libres (AGL) extraits du iait 4 I'aide dun solvant organique.
Rappelons que la méthode B! détermine, par fitration acido-
basique les AGL dissous dans la matiére grasse isolée en I'état.

Chacune des deux méthodes témoigne ainsi du degré de lipolyse
dans le lait.

| HISTORIQUE

Mise au point dans le cadre de lanalyse médicale par AYERS
(1958) pour doser les acides gras libres (AGL) dans le sang, la
lechnique a é1é modifiée et adapiée au lait par KOOPS et KLOMP
{1977).

Le laboratoire interprofessionnel URCIL, & Carhaix a simplifié 1a
méthode, fout en augmentant la cadence horaire. Pour ce faire, il
a regroupé en une seule suite d'opérations consécutives la prise
de lait, l'ajout de réaclifs auxiliaires, r'addition du solvant
organiqus (CHM, chloroforme - heptane - méthanol) et
lintroduction du réactif au cuive (LAMY et GALAUP, 1986).

UTILISATION DE LA METHODE EN FRANCE

En 1993, deux fiers des laboraloires interprofessionnels frangais

utilisent la MSC. Neéanmoins, une enquéte récente fait apparailre
quelques petites variantes de pratique suscepiibles d'entrainer
dans les résutiats un biais plus ou moins important par rapport 4
la méthede inttiale.

C'est pourquoi dans un souci de cohérence el d'harmonisation
des résultats, il apparait indispensable que les différents
laboratoires utilisent tous une seule méthode normalisée.

Le Bulletin FIL (Fédération Intemationale de Laiteric) n* 265/1991
fait le point sur la méthode aux savons de cuivre et propase un
protocole opératoire qui répond & ce souci dharmonisation. Nous
vous proposons ci-dessous un rappel des points impartants de la
méthode, qui sont & méme d'améliorer Ia reproductibilité des
résullats.

It PRINCIPE DE LA METHODE

La MSC est une méthode de détermination globale des AGL dans
le lait. Elle consiste en un transfert sélectif des AGL, sous forme
de savons de cuivie, vers une phase organique, A base de
chioroforme, que I'on sépare du lait.

La teneur en savons de cuivre est ensuile déterminée par analyse
colorimétrique du cuivre associé aux AGL.

La relation lindaire entre la concentration en savons de cuivre et
la densité optique du complaxe coloré formé est établie 3 Iaide
d'une équation d'étalonnage.

I RESUME DE LA METHODE

EXTRACTION ET FORMATION DE SAVONS DE CUIVRE COMBINEES

ECHANTILLONS DE LAIT SOLUTIONS ETALONS
r/\ T 0,5mCigCHM 40 momi
0,5 mi de lait .5 ml eau distilde
01 mHCI07 N 0.1 mlHCI0.7 N
0,7 ml EDTA 8% m/V 0,8 mlEDTA 8% m/v
2 ml réactil au culvie 2 ml réactil au cuivie
( 10 ml CulNO3)y. 3H,0 1M [ 10 ml Cu{NOB),. IH,O 18
5 mi tridthanotamine 5 mi kriéthanotamine
85 mt NaCl 270 g 85 mi NaCl 270 g#
5 ml solvanl CHM 4,5 il solvant CHM
chlorolarme 49V chioroforme 49V
n-heplane 49V n-heptane 49V
méhanol 2V mélhanol 2 V
pHdumélarge - 75

|

agiation pendant 30 mn

cantifugation pandant 15 mn {350 g)

1 mf sumnageant

T 7% | ] 1 mi dethyitiocarbamate de Na
- 40,1 % dans ke n-butanol

DEVELOPPEMENT DE LA COLORATION
agitation
v
mesure o¢ la densilé oplique & 440 nm

{daprés LAMY gl GALAUP, 1986, in Bulletin do 1a FiL, N° 265, 1991)



IV PRINCIPALES ETAPES

©® FORMATION DES SAVONS DE CUIVRE ET LEUR
EXTRACTION

> LA PRISE D'ESSAI DU LA

* Homogénéité de Féchantillon

La matiére grasse doit &tre répartie de fagon homogéne dans le
lait : il est nécessaire d'agiter lout en doucewr | Le réchauffement
du lait est déconseillé si le lait n'est pas destiné 4 une analyse
immédiate. Il y a, en effet, risque de développement rapide de la
lipolyse & température ambiante et risque dinduction thermique
de la lipolyse, en cas de report avec stockage au froid.

% volume de la prise d'essai

Toute erreur dans la prise d'essai du laif, tant systématique
(justesse} qu' aléatoire (répétabilité) influence directement
l'exactitude des résultats.

Le dispositif de prélévement du lait doit donc étre choisi avec
discernement. Sa précision doit cependant &tre vérifide
périodiquement par pesée de la quantité de lait prélevée.

Certaines seringues peuvent comporter un volume “mort"
important. Ce volume résiduel se mélange & la prise d'essai
suivante et peut comprometire l'exactilude des résuliats.

NB : Dans ce cas, il est indispensable de faire une purgs ef un
ringage enire deux échantiffons soumis & essal,

> LE DOSAGE DES REACTIFS

3 Qualité des produits

Il est impératif dutiliser des produits “pour analyse™; le
chloroforme doit, de plus, &tre exempt d'éthanol.

* Concentrations et volume des réactifs

Il est imporiant de respecter quantités et concentrations de
maniére & maitriser le pH final du mélange et les équilibres des
réactions ultérieures.

Les systémes de distribution doivent éire choisis, & la fois, en
fonction de leur précision, de leur sécurité et de leur fagilité
demploi. De plus, ils doivent &tre vérifiés périodiquement par
pesée avec les produits prélevés; en efiet, selon le systéme
choisi, on peut observer des différences de volume lides 4 la
fluidité et la densi¥ des produits.

Le respect des proportions du mélange CHM 49:49:2 est un point
essentiel. II permet de maintenir les affinités respeclives des
savons pour le solvant et de limiter la saponification des
phospholipides, dont I'extraction est favorisée par des proportions
accrues de méthanol, et qui ne soni pas des produils de la
lipolyse.

> EXTRACTION DES SAVONS DE CUIVRE

Le mélange du lait, des différents réactifs et du solvant
d'extracion CHM doit subir une agitation suffisante pour
augmenter la surface de contact, donc d'échange entre phase
organique et phase aqueuse. Elle doit &ire suffisamment
énergique {200 battements/mn) et prolongée (30 mn) de maniére
4 obtenir une récupération maximale de savons.

La simplification apportée par FURCIL, & la méthode de KOOPS
et KLOMP (1977) ne parait pas modifier substantiellement les
résultats des analyses. Celte conslatation souléve un certain
nombre de questions sur le réle et la fonction des réactifs, sur le
processus de formalion des savons de cuivre et leur extraction
dans la phase organique séparée du lait.

D'un point de vue scientifique, le procédé analytique n'a pas ét8
entigrement expliqué.

Nous indiquons cependant ci-dessous les fonclions généralement
atiribuées aux réactifs employés dans ce procédé analytique.

* Lacide chlorhydrique, en abaissant le pH, solubilise le
calcium présent et accroit la solubilité des AGL dans la phase
organique, en favorisant leur forme non dissocide (non
iohicjue).

* L'EDTA (éthyléne diamine tétraacétate) complexe le
calcium et disperse les micelles de caséine.

% Lapport de cuive sous forme de nitrate permet la
formation de sels {ou savons) de cuivre.

* La triéthanolamine a pour but, d'une part, de remonter le
pH du mélange et, d'autre part, de stabiliser e réaclif au
cuivre.

¥ L'apport de chlorure de sodium & saturation, en abaissant
Factivité de l'eau et en augmentant la densité de fa phase
aqueuse, permel une meilleure séparation de la phase
organique apras I'extraction des savons.

% Le solvant CHM : 49V : 49V : 2V permat I'extraction
sélective des AGL sous forme de savons de cuivre; le cuivre
ionique restant dans la phase aqueuse. Ce procédé permet la
détermination des AGL par dosage colorimétrique du culvre
qui leur est associé,

= Le chloroforme est le solvant dont I'affinité pour les
savons de cuivre est la plus marquée.

= Lheptane a pour rdle de réduire la densité de la
phase organique {p = 0,68 g/ml contre p = 1,4 g/ml pour le
chioroforme) et de faciliter la séparation des deux phases. La
phase organique, moins dense que la phase agueuse
sumagera et pourra, de ce fait, &ire prélevée sans probléme.

= Le méthanol, en agissant sur les membranes des
globules gras, facilite la solubilisation de fa matiére grasse
dans la phase organique.



©® LA DETERMINATION DES AGL PAR DOSAGE
COLORIMETRIQUE DU CUIVRE

Ce dosage, qui passe par celul du cuivre lié aux AGL, nécessite
au préalable une parfaite séparation de la phase organique el de
ia phase aqueuse. En effet, le cuivre métallique en excés reste
dans la phase aqueuse et le cuivre lié aux AGL passe en partie
dans la phase organigue (AGL a longues chaines carbonges). Le
cuivie lié aux AGL est mis en évidence par la formation d'un
complexe coloré avec du diéthylthiocarbamate de sodium.

> CENTRIFUGATION

Temps et accélération centrifuge doivent permetire une parfaite
séparation des deux phases afin de ne pas prélever du cuivre
ionique non li¢ aux AGL, lors du prélévement de la phase
organique.

»  PRELEVEMENT DE LA PHASE ORGANIQUE

* Manipulation :

Pour éviter toute pollution accidentelle, il est imporiant d'effectuer
le prélévement de surnageant & mi-hauteur de la phase organique
en centrant bien Fembout du dispositif de prélévement. On évite
ainsi tout contact avec les parois des tubes & essai et avec la
phase aqueuse. Ges contacts seraient susceplibles d'entrainer du
cuivre non lie aux AGL lors du prélévement de la phase
organique.

% Précision :

Le systéme doit permellre un prélévement aussi fidle que
possible (répétabilité et stabilité dans le temps). Il doit également
éire contrélé périodiquement par pasée avec un liquide de densité
et de fluidité proches de ceiles du sumageant.

V ETALONNAGE

Lintensité de la coloration du complexe formé cuivre-
diéthylthiocarbamate, mesurée & 440 nm, est propartionnelle A la
concentration en cuivre de la phase organique sumageante el par
conséquent & la concentration en AGL du lait.

La méthode nécessite un étalonnage au moyen d'une série de
solutions & teneur crolssante en acide palmitique afin d'exprimer
le taux de lipolyse en milimoles d'AGLA de lait.

> SOLUTIONS D'ETALONNAGE

* Les solutions d'acide palmitique doivent couvrir 'étendue des
concentrations naturelles. On recommande au minimum trois
concentrations : 0,2; 04 et 0,6 mmolesl. Une atention
particuliere sera apportée a leur préparation : balance de
précision, fiole jaugée étalonnée, tempéraiure, pureté des
produits...

%* Les prises d'essai des solutions d'étalonnage doivent étre de
méme volume que les prises d'essai de lait en routine.

> RESPECT DES PROPORTIONS PHASE ORGANIQUE/PHASE AQUEUSE

L'étalonnage utilise des solutions organiques {acide palmitique

dans du GHM) et les dosages de routine des prises d'essai de lait
(solution aqueuse). Il corwient denc de rétablir les proportions
initiales phase organique / phase agueuse pour respecter la
distribution des AGL entre phases.

Pendant I'étape d'étalonnage, on remplacera donc les 5 ml de
CHM par 4,5 ml de CHM et 0,5 m! d’eau distillée.

> REGLAGE DES PHOTOMETRES

* Il est conseillé de régler le zéro du photomatre, en
absorbance nulle, avee un "blanc réaclifs”, c'est A dire en faisant
l'ensemble du procédé opératoire avec une prise d'essal d'eau
distiiée. On peut ainsi disposer dun point de gamme
supplémentaire.

* Un réglage de zéro a l'aide d'une solution autre que le “blanc
réactifs” {mélange CHM / diéthylthiocarbamate de sodium, eau...)
est également possible, mais le point ne devra pas éire pris en
compte dans I'étalonnage.

*  Les solutions d'étalonnage ("blanc réactifs* compris) devront
étre, au minimum, dosées en double et suivies tout au long des
mesures selon un plan de contréle qualité préétabli (contréle de
stabilité).

NB : D'une maniére générale, on prendra soin d'amener tous les

réactifs, éialons et échantifons & une méme température,
comprise entre 20 et 25°C.

VI EXPRESSION DES RESULTATS - REPETABILITE

* Les résultats sont exprimés en mmoles d'AGL / | de lait ou
/100 g de mafiere grasse.

%* Ecart-type de répétabilité : op = 0,018 mmoles AGL/

Ecart admissible entre doubles : r = 0,05 mmoles AGL/I
VIl CONCLUSION
La méthode aux savons de cuivre simpose en France pour son
adaptabilité a l'automalisation qui permet de linclure aisément au
sein des analyses déja nombreuses actusliement en place, dans
le cadre du paiement du fait.
Lindice de lipolyse s'impose comme un critdre additionnel de
paiement, dans un nombre croissant de départements.
L'estimation de sa valeur se doit d'étre la plus juste possible et
d'étre reproductible en tout lieu en tout lieu,
Le respect des prescriptions énoncées par une méthode
normalisée contribue largement 2 atteindre cet objectif.
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