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Introduction Générale

Introduction

Le lait est une denrée ancienne utilisée par I’homme depuis la préhistoire. Il n’a pourtant pas
occupé la méme place au cours des siécles suivant les pays, la culture et la religion des

populations.

Le lait constitue un produit de base dans le modéle de consommation algérien. Cet aliment
occupe une place prépondérante dans la ration alimentaire des populations surtout
celles a bas &ge. lls constituent une source intéressante en matiéres grasses et apportent la plus
grosse part de protéines d’origine animale. En regard de son contenu en ¢énergie

métabolisable, le lait présente une forte concentration en nutriments.

De plus, la consommation en Algeérie de lait de vache par an et par habitant ne cesse
d’augmenter. Il est couramment incorporé aux recettes de la cuisine algérienne. Mais le lait
n’a pas seulement un intérét alimentaire, il occupe une place centrale dans I’imaginaire des
algériens. Ce n’est d’ailleurs pas par hasard qu’il est offert comme signe de bienvenue,

traduisant, ainsi par 1’acte notre tradition d’hospitalité.

Le corps humain a toujours besoin a un apport calorique pour le bien étre en raison de ce
besoin le lait est un partenaire important de notre alimentation quotidienne et il joue un grand
role dans le régime alimentaire des pays consommateurs et représentant une source
importante d'éléments minéraux, glucides, protéines et lipides. En raison de besoin de
I'nomme a la disponibilité du lait, lui a poussé a l'innovation de nouvelles technologies
permettant a cet aliment d’étre transformé, donnant ainsi naissance a de nombreux produits

dérivés (yaourts, fromages, laits de consommation fermentés...).

Le lait est une matiére premiere aux ressources considérables ; et face a ’impératif de la
demande croissante et soutenue en produits laitiers, tant sur le plan qualitatif que sur le plan
quantitatif, il est indispensable d’exploiter toutes les richesses de cette matiére premicre a la

fois si simple en apparence et si complexe dans sa composition.

L’évaluation de la valeur nutritive ainsi qu’a la composition du lait s’avére nécessaire pour
mettre en évidence la variabilité de la qualité nutritionnelle lors de la production du lait,
évaluer la qualité du lait produit et déterminer les facteurs influents, afin d’améliorer la

production et la rentabilité.
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Cette qualité est mise en évidence a travers la détermination de deux principaux parametres

constituants le lait, & savoir la matiére grasse (MG), Taux protéique (TP).

La présence des acides gras dans la composition du lait, en particulier ceux des groupes
omega-3 et oméga-6, joue un rble de premier plan en ce qui a trait aux propriétés nutritives et
organoleptiques des produits. En effet, d’un point de vue nutritionnel, les lipides représentent
une grande part de 1’apport énergétique du lait et satisfont a une partie du besoin en
métabolites essentiels laitiers et donc 1’apport en acides gras est intéressant a connaitre au
point de vue diététique, car il permet de pallier certaines maladies, telles que les maladies
coronariennes. D’autre part, du point de vue des transformateurs, les lipides sont responsables

des caractéristiques sensorielles des produits laitiers.

En se basant sur ces données bibliographiques, et vu qu’a ce jour peu de recherches ciblent
cette maticre grasse nous nous sommes fixés comme principal objectif 1’extraction et la
caractérisation des acides gras essentiels du lait ainsi qu’aux propriétés physico-chimiques de

cet aliment.
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1. Lelait

1.1.Définition et 1égislation
1.1.1. Définition générale

Le lait est un liquide sécrété par les glandes mammaires, glandes spécifiques des mammiféres,
normalement par la femelle pour la nourriture des petits aprés la mise bas. Il s’agit d’un fluide
aqueux blanc, opaque, plus ou moins jaunatre selon la teneur en caroténe de sa matiere grasse
a odeur peu marquée et une saveur douceatre légérement sucrée constituant un aliment

complet et équilibré, d’un pH légérement acide, proche de la neutralité W

La dénomination « lait » sans indiquer I’espeéce animale dont il provient renvoie uniquement

au lait de vache.

Sinon, dans le cas d’un lait issu d’une femelle laitiére autre que la vache, on emploie la
dénomination « lait » suivie du nom de I’espéce animale dont il est issu, a savoir « lait de

chévre », « lait de brebis », etc @,

1.1.2. Déefinition légale

Codex Alimentarius ©® a défini ce terme comme étant «la sécrétion mammaire normale
obtenue par une ou plusieurs traites sans aucune addition ou soustraction », I’origine devant

étre 1a aussi précisée si ce n’est pas du lait de vache.

Une autre définition bien plus ancienne, adoptée par le premier Congres International pour la
Répression de la Fraude alimentaire, tenu a Geneve en 1908, dit que : "Le lait est un produit
intégral de la traite totale et interrompue d'une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et

non surmenée. Le lait doit étre recueilli proprement et ne doit pas contenir de colostrum®* @,

1.2.Composition chimique du lait

1.2.1. Les différentes phases de 1I’évolution naturelle du lait

On définit une phase comme toute partie homogene d’un systéme. Dans le lait, on en compte

quatre types distincts ©©.
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e Une émulsion de matiéres grasses ou phase grasse constituée de globules gras et de
vitamines liposolubles (A, D).

e Une phase aqueuse qui contient les constituants solubles du lait (protéines solubles,
lactose, vitamines B et C, sels minéraux).

e Une phase colloidale qui est une suspension de caséines sous forme de micelle.

e Une phase gazeuse composée d’O,, d’azote et de CO, dissous qui représentent environ

5 7 du volume du lait.

1.2.2. Composition chimique du lait

Les éléments constituants le lait sont nombreux et forment un mélange a la fois sur le plan

physique et chimique .
Les principaux constituants du lait par ordre croissant sont :

1.2.2.1. Eau

C’est de loin le plus abondant environ (85,5%-89.5%) ©. En elle sont dispersés les autres
constituants du lait, tous ceux de sa matic¢re séche, la présence d’un dipdle et de doublets
d’électrons libres lui confére un caractére polaire. Ce caractére polaire lui permet de former
une solution avec les substances polaires telles que les glucides, les minéraux et une solution
colloidale avec les protéines hydrophiles du sérum. Puisque les matieres grasses possedent un
caractere non polaire (ou hydrophobe), elles ne pourront se dissoudre et formeront une
émulsion du type huile dans I’eau. Il en est de méme pour les micelles de caséines qui
formeront une suspension colloidale puisqu’elles sont solides. La valeur nutritive du lait est
particuliérement élevée grace a 1’équilibre entre les nutriments qu’il contient. La quantité

d’eau dans le lait reflete cet équilibre.

1.2.2.2.Glucides

Le constituant principal de la matiére seche du lait est le lactose. Son constituant le plus
abondant aprés 1’eau de 1’ordre de (3,6%-5,5%). Sa molécule C1,H2,C11 est constituée d’un
résidu galactose uni a un résidu glucose. C’est un disaccharide constitu¢ par de 1’a ou B

glucose uni a du B galactose, ce qui est a I’origine de la présence de deux lactoses ©)
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e R

CH,0OH CH,OH

forme aou f

\B-D- galactopyranose 31— 4 D-glucopyranose /

Figure 1: Formules spatiales des anomeres a et B du lactose.

Le lactose est synthétisé dans les cellules a partir du glucose sanguin. Celui-ci est en grande
partie produit par le foie. Sa teneur est trés stable, elle présente de faibles variations dans le

sens inverse des variations du taux butyreux. Le lactose est un sucre spécifique du lait ©.

D’autres glucides peuvent étre présents en faible quantité, comme le glucose et le galactose
qui proviendraient de I’hydrolyse du lactose ; en outre, certains glucides peuvent se combiner

aux protéines ©.

1.2.2.3. Matiere grasse
La matiere grasse ou taux butyreux est constituée par les glycérides (esters d’acide gras et de
glycérol), les phospholipides polaires et les substances liposolubles cholestérol, hydrocarbures
et vitamines A, D, E, et K ©.

(JEANTET et coll. 2008) “9 rapportent que la matiére grasse est présente dans le lait sous
forme de globules gras de diamétre de 0.1 a 10um et est essentiellement constituée de
triglycérides, sa teneur est de (2,4%-5,5%). La matiére grasse du lait de vache représente a
elle seule la moitié de I’apport énergétique du lait. Elle est constituée d’acides gras saturés et

d’acides gras insaturés.

La matiére grasse est dispersee en émulsion, sous forme de microgouttelettes de triglycérides

entourées d’'une membrane complexe.
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Figure 2: Détail de I'organisation membranaire d'un globule gras ™.

Les phospholipides représentent moins de 1% de la matiére grasse, sont plutot riches en

acides gras insaturés ®©.

La matiére grasse du lait est produite principalement a partir des acides gras volatils (acides
acétique et butyrique). Le premier est formé principalement a partir des glucides des fourrages
(cellulose) et le second a partir des glucides rapidement fermentescibles (sucre de betterave).
Une partie de la matiere grasse du lait provient de la mobilisation des réserves lipidiques de la

vache.

Triglycerides
Diglycérides
Acidesgras
Stérols
Caroténoides
Vitamines : A, D. E. K

—_/

Phosphaolipides
Lipoproteines
Glycerides
Ceaérebrosides
Frotdines

Acides nucleiques
Enzymes

Metaux

Eal

Figure 3: Composition de la matiére grasse du lait.

1.2.2.4.Protéines

Les protéines représentent entre 2,9%- et 5,5% de la masse totale du lait ©.

1.2.2.4.1. Caséine
(JEAN et DIJON 1993) *? rapportent que la caséine est un polypeptide complexe, résultat
de la polycondensation de différents aminoacides, dont les principaux sont la leucine, la

proline, I’acide glutamique et la sérine.
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Le caséinate de calcium, forme une dispersion colloidale dans le lait. Les micelles protéiques

ont un diameétre de 1’ordre de 0,1 pum.

Surface

Sous-micelle hydrophile

Noyau

hosphat
RRORIS hydrophobe

—Pont phosphate
de calcium

Figure 4: Structure de la micelle de caseine.

1.2.2.4.2. Protéines du lactoserum
Les protéines du lactosérum sont des protéines d'excellente valeur nutritionnelle, riches en
acides aminés soufres, en lysine et tryptophane. Elles ont de remarquables propriétés

fonctionnelles 2.

Ces proteines se composent principalement de :

a. L’o-lactalbumine : est une protéine de 123 acides aminés. Métalloprotéine (elle
posséde un atome de calcium par mole) du type globulaire (structure tertiaire quasi
sphérique). Elle présente environ 22% des protéines du sérum.

b. La B-lactoglobuline est la plus importante des protéines du sérum, c’est une protéine
de 162 acides aminés. Lors du chauffage la fixation d'une molécule de caséine K et
d'une B-lactoglobuline se fasse également par un pont disulfure.

c. Le sérum-albumine est constituée de 582 résidus d'acides amines.

d. Les immunoglobulines: sont des glycoprotéines de haut poids moléculaire
responsable de lI'immunité. On distingue trois grandes classes d'immunoglobulines:
IgA, 1gG, IgM. Elles sont tres abondantes dans le colostrum.

e. Protéoses-peptones forment la fraction protéique soluble aprés chauffage du lait
acidifié a pH = 4.6 vers 95°C pendant 20 a 30 minutes.
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1.2.2.5.Minéraux
La fraction minérale (0,7%-0,9%), bien que mineure, dans la composition des laits est

considérée comme trés importante tant au point de vue nutritionnel que technologique.

Les composants majeurs sont le potassium, le calcium, le sodium, le magnésium, le

phosphate, le citrate et les chlorures 4.

1.2.2.6. Les vitamines

Le lait contient d’une part des vitamines liposolubles (vitamines A, D, E) qui sont

géneralement fixees a la surface des globules de gras.

-

OH

CHj

\ Vitamine A Vitamine E )

Figure 5: Structures chimiques de quelques vitamines liposolubles contenues dans le lait.

Et d’autre part des vitamines hydrosolubles (vitamine C et vitamine B) diversement

r e 1
complexées avec des protéines ou d’autres groupements (15)

4 ] )

HO

Tiiie)
T
T
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/

OH

K HO Vitamine C v Vitamine By

Figure 6: Structures chimiques de quelques vitamines hydrosolubles contenues dans le lait.

o
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1.2.2.7.Autres éléments

» Un acide spécifique du lait est I’acide orotique, produit intermédiaire de la biosynthése
des acides nucléiques pyrimidiques. Ce dernier, comme 1’acide urique peut servir

d’indicateur lors de la détermination des proportions de lait dans la nourriture (16)

4 N

OH ‘ /K
N o

\— J

Figure 7: Structure chimique de I'acide orotique.

» Enzymes

POUGHEON (2001) @ définit les enzymes comme des substances organiques de nature
protidique, produites par des cellules ou des organismes vivants, agissant comme catalyseurs
dans les réactions biochimiques. Le lait contient une grande variété dont 20 sont des
constituants natifs. Une grande partie se retrouve dans la membrane des globules gras mais le
lait contient de nombreuses cellules (bactéries) qui élaborent des enzymes : la distinction entre

¢léments natifs et €léments extérieurs n’est donc pas facile.

1.2.3. Facteurs influencant sur la composition du lait
La composition chimique du lait et ses caractéristiques technologiques varient sous 1’effet

d’un grand nombre de facteurs.

1.2.3.1. Facteurs intrinséques

a. Facteurs génétiques
Il existe indéniablement des variabilités de composition entre les espéces et les races. Les
fortes productrices donnent un lait plus pauvre en matieres azotees et en matiere grasse. Ces

derniéres sont les plus instables par rapport au lactose *©.

Il existe de variantes génétiques issues des mutations ponctuelles. Ils donnent des protéines

différentes qui ne se distinguent que par 1’échange d’un ou deux acides aminés.
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b. Age et nombre de vélage
(Veisseyre, 1979) ® montre que la quantité de lait augmente généralement du 1% vélage au
5éme

, puis diminue sensiblement et assez vite & partir du 7°™.

1.2.3.2.Facteurs extrinséques

a. Alimentation
L’alimentation joue un role important ; elle permet d’agir a court terme et de manicre
différente sur les taux de matiére grasse et de protéines. Le taux protéique varie dans le méme
sens que les apports énergétiques, il peut aussi étre amelioré par des apports spécifiques en
acides amines (lysine et méthionine). Quant au taux butyreux, il dépend du nombre de repas et

le mélange des aliments.

b. Saison et climat
D'aprés (POUGHEON et GOURSAUD 2001) ), 1a saison a une influence importante qui se
rajoute aux autres facteurs (alimentation, stade de lactation, age ....) de facon immuable,
le TB passe par un minimum en juin — juillet et par un maximum a la fin de I"automne.
La teneur en protéines passe par deux minimums un a la fin de I’hiver et I’autre au milieu de

1’été.
1.2.4. Qualité organoleptique du lait

L’aspect, ’odeur, la saveur et la texture ne peuvent étre précisés qu’en comparaison avec un

lait frais.
1.2.4.1. La couleur

Le lait est de couleur blanc mat, qui est due en grande partie a la matiere grasse, aux pigments
de caroteéne (la vache transforme le -caroténe en vitamine A qui passe directement dans le
lait) 49,

1.2.4.2. L’odeur
L’odeur est caractéristique du lait, du fait de la matiére grasse qu’il contient fixe des odeurs
animales. Elles sont liées a I’ambiance de la traite, a 1’alimentation, a la conservation

(I’acidification du lait a I’aide de I’acide lactique lui donne une odeur aigrelette).

10
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1.2.4.3. La saveur
La saveur du lait normal frais est agréable. Les laits chauffés (pasteurisés, bouillis ou
stérilisés) ont un golt légerement différent de celui du lait cru. L’alimentation des vaches
laitiéres a 1’aide de certaines plantes de fourrages ensilés peut transmettre au lait des saveurs

anormales en particulier un goQt amer.

1.3.Les différentes formes de présentation a la consommation du lait et de ses produits

dérivés

Le lait peut étre consommé sous différentes formes et différentes textures. Mais il peut
également étre transformé en une gamme de produits dérivés tels que les fromages, le lait en

poudre... etc. Le lait est soumis a divers procédés afin d’obtenir différents produits dérivés.
1.3.1. Les laits de consommation

Laits de consommation désignent les différentes catégories de laits vendus a 1’état liquide.
Ces laits sont présentés obligatoirement en emballages fermés jusqu’a la remise au

consommateur.
Les laits de consommation sont des laits destinés a étre consommés en 1’état.

Les laits de vache sont classés en fonction de leur teneur en matiére grasse, mais aussi selon le

traitement thermique dont ils font I’objet.
1.3.1.1.Lait cru

Le lait cru est un lait qui ne subit aucun traitement thermique autre que la réfrigération
immeédiate apres la traite a la ferme. 1l peut étre légérement chauffé pour conserver toutes ses
qualités nutritionnelles, la température ne doit pas étre supérieure a 40°C soit celle de

I'animal. Il peut contenir des germes pathogenes pour ’homme.

1.3.1.2.Lait pasteurisé
1.3.1.2.1. Définition

La pasteurisation a pour objectif la destruction de toutes les formes végétatives des micro-

organismes pathogénes du lait.

11
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1.3.1.2.2. Historique

Nicolas Appert avait déja mis au point et publié en 1831 dans son ouvrage « Le livre de tous
les ménages » un procédé de conservation des aliments par chauffage, notamment du lait et de

la biére. Il n’avait pas su expliquer scientifiquement l'efficacité de ce procédé ?°.

La pasteurisation est un procédé de conservation des aliments mis au point par le chimiste
francais Louis Pasteur, véritable pionnier dans le domaine bactériologique. Il a notamment
découvert la bactérie responsable de la fermentation lactique.

En 1864, il a prouvé que le lait brievement chauffé a haute température pouvait
se conserver ?Y. Cette technique est aujourd’hui connue sous le nom de pasteurisation. Le lait
pasteurisé se conserve plus longtemps (entre 7 et 15 jours selon la date indiquée sur
I’emballage), mais il perd tant en typicit¢é qu’en qualités physico-chimiques

et organoleptiques.
1.3.1.2.3. Procédés de pasteurisation

D’aprés (JEANTET et coll, 2008) @, on distingue trois types de traitements :
a. Pasteurisation basse

Le produit est maintenu au moins trente minutes a 60-65°C dans une enceinte a double paroi

dans laquelle se trouve de I’eau chaude. Ce procédé a été abandonné pour le lait.

i
'l

Figure 8: Pasteurisateur pour la pasteurisation basse.

b. Pasteurisation rapide a haute température
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Procédé d'origine américaine, généralement désignée par « HTST » - « high temperature,
short time ». Elle consiste a chauffer I’aliment un temps trés court, de 15 secondes
a 2 minutes, a une température élevée (70-90°C). L’industrie laitiére recourt a ce procédé pour
préparer le lait pasteurisé. Un aliment pasteurisé doit étre conditionné dans un emballage

étanche et conservé au froid (+4 °C).

Figure 9: Pasteurisateur HTST.
c. Flash pasteurisation

Ce procédé consiste a chauffer le produit a une température de 85 a 90°C pendant 1 a 2

secondes elle est pratiquéee sur les laits crus de qualité moyenne.

Figure 10: Thermoflach pour pasteurisation flash.

1.3.1.3.Lait stérilisé

(LESEUR et MELIK, 1999) ©? ont montré que selon le procédé de stérilisation, on distingue
le lait stérilisé et le lait stérilise UHT. Ces laits doivent étre stables jusqu’a la date limite de

consommation.

a. Lait stérilisé

13
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C’est un lait conditionné- sterilisé aprés conditionnement dans un récipient hermétiquement
clos, étanche aux liquides. La stérilisation est réalisée a une tempeérature de 100 - 120°C

pendant une vingtaine de minutes.
b. Lait stérilisé UHT

C’est un lait traité par la chaleur, qui doit détruire les enzymes, les microorganismes
pathogeénes et conditionné ensuite aseptiquement dans un récipient stérile, hermétiquement
clos, étanche aux liquides et aux micro-organismes. Il est réalisé a 135 — 150 °C pendant 2.5

secondes environ.

Figure 11: Stérilisateur UHT.

Toutefois, ce procédé tue tous les micro-organismes et inactive la plus grande partie des
enzymes présentes dans le lait, et la trés courte durée de traitement permet de n‘altérer que

faiblement la valeur nutritive du lait.

1.3.2. Lait fermenté

D'aprés (FREDOT, 2006) © le lait fermenté le plus consommé dans les pays occidentaux est
le yaourt. Le lait subit alors un traitement thermique au moins équivalent a la pasteurisation.
La coagulation des laits fermentés ne doit pas €tre obtenue par d’autres moyens que ceux qui
résultent de D’activité des micro-organismes qui sont pour la plupart du pro-biotique

c¢’est-a-dire bénéfique pour la santé.

Figure 12: Chambre pour la production du lait fermenté (yaourt).

14
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1.3.3. Lait concentre

Selon (JEANTET et coll, 2008) “? |e lait concentré est un lait dont 60% de I’eau a 6té

évaporée sous vide, de texture plus crémeuse, avec des ardbmes de caramel.

1.3.4. Lait en poudre
1.3.4.1.Définition

Lait en poudre, poudre de lait, lait déshydraté ou farine de lait toutes ces dénominations
désignent un lait dont la quasi-totalité de I’cau a été éliminée. Stocké sous un volume réduit, il

se conserve beaucoup plus longtemps que le lait liquide.

Selon la loi sur les aliments et drogues du Canada, les poudres de lait sont des produits
résultants de ’enlévement partiel de I’eau du lait @®. C'est un lait qui a perdu la quasi-totalité

de son eau (environ 96%) pour ne conserver que son extrait sec.

1.3.4.2.Méthodes de préparation
1.3.4.2.1. Concentration

Le lait est donc préalablement concentré par évaporation. L'ébullition se fait sur une surface
chaude. Cette étape permet d’atteindre un taux de matiére séche de 50 a 60%. Cette étape est
réalisée grace a une installation d’évaporation fonctionnant sous vide ce qui permet de limiter
la température de chauffe entre 45 et 75°C. Le lait ainsi concentré passe ensuite a 1’étape de

séchage.
1.3.4.2.2. Séchage

Divers procédés commerciaux de fabrication du lait en poudre ont été successivement
adaptés. Actuellement, seuls le « séchage sur cylindres » et la « dessiccation par atomisation »

restent d’emploi courant, mais la « lyophilisation » pourrait €tre un procédé d’avenir.

a. Séchage sur cylindres

Le séchage sur cylindre ou procédé HATMAKER est le plus ancien des procédés
commerciaux satisfaisants. Essentiellement simple, il consiste a chauffer un mince film de lait

pendant 2 a 3 secondes sur une surface métallique chauffée a145°C.

15



Etude Bibliographique

Figure 13: Séchage sur cylindres.

b. Séchage par atomisation

Le procédé par atomisation ou « Spray Process », le lait est pulvérisé en brouillard de tres
fines gouttelettes sous haute pression dans une tour. Les gouttelettes sont séchées puis sont

recueillies en bas de la tour ¥,

évaporateur sous vide entrée d'air, cyclone eévacuation
( concentration du lait) filtration et chauffage \ d'air usé

e T

tour d'atomisation et de séchage ventilateur (air sec et chaud) sortie du lait en poudre

Figure 14: Séchage du lait par atomisation.

c. Lalyophilisation

C’est un procéde¢ de dessiccation faisant appel au froid. Le produit est d’abord congelé a tres
basse température puis soumis a un vide accompagné d’une remontée lente de la température,
ce qui entraine une évaporation de 1’eau (sublimation) et enfin la poudre est séchée. La
lyophilisation est la technique de séchage qui parait respecter le mieux la structure et la

composition de la matiére traitée mais le cout de I’opération est élevé @,

Figure 15: Lyophilisateur
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1.4.La place du lait et des produits laitiers dans 1’alimentation de I’Homme a tous

les &ges de la vie

L’homme est un mammifere omnivore dont les besoins en macro et micronutriments
indispensables n’ont pas vari¢ au sein de I’espéce. Par contre, les aliments susceptibles de
couvrir les besoins en ces nutriments ont pu changer suivant les regions du monde, le climat
et les ressources alimentaires & disposition. Ainsi, il existe plusieurs modéles alimentaires

auxquels appartiennent ou pas le lait et ses produits dérivés suivant les populations ?°.

Les protéines de lait sont des protéines animales, ce qui leurs conférent une grande
digestibilite et des teneurs élevées en acides amines indispensables. Ces protéines sont donc
bien adaptées dans des situations nécessitant des besoins accrus (croissance, grossesse,
exercice ...). Dans le lait, les protéines sont souvent associées a des matiéres grasses comme
dans les fromages. De plus, des nutriments sont apportés en quantité plus ou moins importante

comme le calcium des produits laitiers ¢7.

Le lait et les produits laitiers doivent faire partie d’une alimentation équilibrée. Selon le Plan
National Nutrition Santé (PNNS), il est conseillé de consommer trois ou quatre produits
laitiers par jour selon 1’dge et la taille des portions. C’est pourquoi une campagne de
communication basée sur le slogan « trois produits laitiers par jour » a été lancée depuis fin
2009 par le CNIEL.

Aliment indispensable a la croissance, le lait est immédiatement associé a I’apport de deux
éléments principaux : les protéines et le calcium. Les protéines apportées possédent en plus
une haute valeur biologique, de part leur profil en acides aminés proche de celui des besoins
humains permettant un apport complet en acides aminés indispensables (AAI). De plus, le lait
est riche en calcium de qualité et en vitamines. Sa composition en acides aminés

indispensables confére aux protéines laitiéres une tres bonne valeur nutritionnelle.

L'autre particularité est qu’un demi-litre de lait couvre 75% de la ration calcique journaliére
d'un adulte. Le calcium du lait est rendu efficace notamment grace a son juste équilibre avec

le phosphore.

Le lactose, principal glucide du lait joue un rdle important en favorisant 1’absorption du

calcium et en limitant la multiplication de bactéries pathogenes au niveau de la flore
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intestinale. La présence dans le lait de lactose, de peptides et de phosphore permet d’améliorer

I’absorption du calcium déja présent sous une forme soluble.

Des oligoéléments tels que le fer, le sélénium, ’iode ou le zinc sont présents dans le lait
et indispensables au bon fonctionnement de I’organisme. Le lait et ses produits dérivés

constituent la premicre source de zinc dans 1’alimentation des adultes et des enfants.

En ce qui concerne la matiére grasse, elle remplit différentes fonctions importantes. Elle
apporte tout d'abord de I'énergie, participe également a I'apport en vitamines liposolubles et au
transport de ces vitamines dans I'organisme, protege les organes et agit comme isolant contre

le froid.

La proportion importante d’acides gras saturés (AGS) est une caractéristique de la matiére
grasse laitiere dont certains d’entre eux possedent des propriétés nutritionnelles et

fonctionnelles spécifiques.

Dans la cellule animale et humaine, ils assurent tout d’abord une part importante de 1’apport

énergétique. Les acides gras saturés sont aussi constituants des triglycérides de réserve.

Les laitages contiennent des vitamines surtout hydrosolubles mais également liposolubles.
Cependant, suivant la quantité de matiere grasse du lait consommé, la teneur en vitamines
liposolubles sera plus ou moins importante. Certains laits sont enrichis ou a teneur garantie en

vitamines ®®,

2. Lesacides gras

Introduction

Nous entendons souvent dire qu’il faut éliminer le plus possible les maticres grasses de notre
alimentation. La matiére grasse est, parmi les composants importants du lait, celui qui est le
plus variable en proportion ainsi qu’au niveau de sa composition. Elle se présente sous forme
globulaire et dispersée. Les matieres grasses jouent cependant plusieurs roles importants dans
notre organisme. En effet, elles sont une bonne source d’énergie (deux fois plus de
calories que les protéines et les glucides) et permettent le transport des vitamines

A, D, E et K, car celles-ci sont liposolubles et nécessitent la présence de gras pour voyager
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dans I’organisme. Les matieres grasses fournissent des acides gras essentiels
(oméga-3 et oméga-6), que 1’organisme ne peut pas produire lui-méme et que nous devons

aller chercher dans I’alimentation et qui sont indispensables pour le maintien de I’organisme.

2.1.Définition

Les acides gras représentent les constituants majeurs des différentes classes de lipides ®9.

Les acides gras sont des acides carboxyliques a longue chaine carbonée ayant un nombre pair
d’atomes de carbone, une extrémité acide carboxylique (-COOH) et une extrémité méthyle
(-CHg) ©0.

La nomenclature des AG repose sur le nombre d’atomes de carbone et le nombre de doubles

liaisons. Par convention, la notation des AG est la suivante : (C n: X o -y).
Ou : n : représente le nombre d’atomes de carbone.
X : représente le nombre de doubles liaisons dans la molécule.
y : la position de la double liaison la plus proche de I’extrémité méthyle.
2.2.Classification
Les AG peuvent étre classés de différentes maniéres selon leur structure :

» En fonction de la longueur de la chaine carbonée qui varie de 4 a plus de 24 carbones.
Les AG a chaine moyenne ou courte ont un nombre d’atomes de carbone compris
entre 4 et 10. A partir de 12 atomes de carbone, on parle d’AG a longue chaine.

» En fonction de leur degré d’instauration : c’est a dire du nombre de doubles liaisons
carbone-carbone dans la molécule. On distingue alors les AG saturés, mono-insaturés

(une seule double liaison) et polyinsaturés (plusieurs doubles liaisons).

2.3.Propriétés des acides gras

Les propriétés des acides gras sont déterminées par la longueur et le degré d’insaturation de la

chaine carbonée.
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2.3.1. Propriétés physiques
2.3.1.1.Le point de fusion ¢

L'état physique des acides gras en fonction de la température peut avoir des conséquences

vitales pour les organismes vivants. De maniére générale :

> La longueur de la chaine des acides gras saturés éleve la température de fusion
(passage a I'état liquide) ;
» L'instauration de la chaine carbonée diminue la température du point de fusion.

2.3.1.2.Solubilité

La solubilité dans l'eau des acides gras diminuera lors de l'augmentation du nombre de
carbones en-dessus de C, et Cs, les acides gras sont insolubles et s'organisent en micelles
(émulsion). Ils sont solubles dans les solvants organiques apolaires tel que: benzene,

chloroforme, ...

2.3.2. Propriétés chimiques

2.3.2.1.Formation d’ester

La fonction acide carboxylique peut estérifier une fonction alcool (le glycérol et le

cholestérol) pour former un ester d’acides gras.
2.3.2.2.Formation de sels

Les sels de sodium et de potassium des acides gras sont des savons a propriétés moussantes et

émulsionnantes. On les obtient par traitement alcalin des lipides : la saponification.

3
.ﬁ:\-b'j‘gagf ”H‘!_J‘-"_'!—ff_; zone lipophile R CcoO™
T,
Gy e \
¢ e l
§Fin .
L R Hydrophobe Hydrophile
Figure 16: Micelle.
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2.4.Acides gras essentiels
2.4.1. Définition

Les acides gras sont dits indispensables (ou sous I’influence de I’anglais « essentiels »), car
I’organisme n’est pas capable de les synthétisés 2. Par conséquent, il est impératif de les

apporter par le biais de I’alimentation. Ils sont également parfois appelés vitamine F.

2.4.2. Classification des acides gras essentiels

Les AGE comportent deux familles distinctes nommeées selon la position de la premiére
double liaison a Dextrémit¢é méthyle terminal, leur formule générale est
H;C — (CH,), — HC=CH— (CH;), — COOH.

Elles sont indépendantes puisqu’il n’y a pas de passage d’une famille a 1’autre, ces deux
acides sont les oméga-6 (n = 4) et les oméga-3 (n = 1). Ce sont des acides gras
indispensables, I’alimentation doit étre équilibrée entre les apports en oméga-3 et en oméga-6

car ces deux acides gras empruntent des voies métaboliques communes.

Actuellement les recommandations émises par I’AFSSA (Agence Frangaise de Sécurité

Sanitaire des Aliments) sont d’un rapport d’1 g d’oméga-3 pour 5 g d’oméga-6.

2.4.2.1. Famille des oméga-3 ©
L'acide o-linolénique (ALA) est le précurseur de la famille des oméga-3 présent dans
plusieurs graines comme : les noix. Gréace a des enzymes, l'acide a-linolénique (18 :3 n-3) va
étre transformé en acide eicosapentaénoique (EPA) (20 :5), lui-méme précurseur de deux
groupes de molécules:
% Les eicosanoides (20 :4) (dérive de ’acide eicosapentaénoique (C20 :5 »-3) comme
certaines prostaglandines.

¢+ L'acide docosahexaénoique (DHA) (22 :6) qui est présent dans certains poissons gras.
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Figure 17: Quelques exemples de composés chimiques de la
famille des oméga-3.

2.4.2.2.Famille des oméga-6 ©

L'acide linoléique (AL) est le précurseur de la famille des oméga-6. Toujours sous I'action
d'enzymes, I'acide linoléique (18 :2 n-6) est transformé en acide y-linolénique (AGL) (18 :3),

que I'on peut trouver directement dans I'alimentation.

L'acide y-linolénique (AGL ou GLA) est lui-méme précurseur de I'acide dihomo-y-linolénique
(DGLA) (20 :3), constituant trés important des phospholipides de la membrane cellulaire

et acide gras a son tour précurseur :

% De l'acide arachidonique (AA) (20 :4), le jaune d'ceuf et les gras animaux en sont des

sources directes. C’est le précurseur des eicosanoides (20 :4) de série 2 (qui dérivent

de I’acide arachidonique).

CHj3

3
" /

Figure 18: Quelgues exemples de composés chimiques de la famille des oméga-6.
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L'action la plus connue (et reconnue) des oméga-3 réduit le risque des maladies
cardiovasculaires. lls diminuent le taux de triglycérides dans le sang, ils ont un réle bénéfique
sur la fluidité du sang, abaissent la pression artérielle et préservent la présence du cholestérol-
HDL («bon cholestérol »). De facon générale, ces acides gras ont pour effet de diminuer le
cholestérol sanguin, particulierement le cholestérol-LDL (« mauvais » cholestérol), lorsqu’ils

remplacent les acides gras saturés dans 1’alimentation 34)

Une étude in vitro de 2013 indique que I'ALA pourrait limiter le développement de cellules

cancéreuses sans altérer celui des cellules saines ©®.

Les acides gras oméga-3 sont des composants importants des membranes des cellules
nerveuses. Ces acides aident les cellules a communiquer entre elles, ce qui est essentiel au
maintien d’une bonne santé mentale. L’acide docosahéxaénoique (ADH) est impliqué dans
une multitude de processus touchant les cellules nerveuses, les apports élevés des oméga-3
contribuent a la diminution des taux de dépression majeure. L’apport adéquat en acides gras
essentiels, et plus particulierement en EPA et DHA est important pour le développement et la
maturation feetale, I’EPA pourrait également avoir un effet dans la prévention de tumeurs
colorectales ainsi qu’il peut prévenir la survenue de maladies inflammatoires en agissant sur

différents mécanismes de la réponse inflammatoire ©®. Ils représentent une source d’énergie.

3. Chromatographie en phase gazeuse

Introduction

L’analyse chimique de référence pour déterminer la composition en acides gras repose sur
I’emploi de la chromatographie en phase gazeuse qui a été découverte par Archer John Porter
MARTIN et Richard Laurence Millington SYNG ©7). Cette technique d'analyse nous permet
d'individualiser et de doser les acides gras apres estérification compléte de I'extrait lipidique

qui permet la transformation des composés en produits plus volatils.
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3.1.Définition
C’est une méthode de séparation de composés susceptibles d’étre vaporisés par chauffage
(sans décomposition) et 1’échantillon & séparer est soumis a une distribution compétitive de

deux phases :

= Une phase mobile gaz vecteur qui s'écoule a travers I'ensemble stationnaire.
= Une phase stationnaire liquide uniformément répartie sous forme d'une pellicule mince

sur un solide inerte de grande surface spécifique.

3.2.Principe

Les échantillons a analyser étant peu concentrés, ils sont injectés en totalité dans le
chromatographe, le soluté volatilisé dans l'injecteur est entrainé par le gaz vecteur. Il se

recondense en téte de colonne sous forme d'une bande étroite.

La phase stationnaire est un liquide constitué d'un film de silicone chimiquement déposé sur
la paroi intérieure du tube capillaire. Sur la colonne, les différents composés se séparent selon
leur polarité décroissante ®®). Les molécules sont analysées & la sortie de la colonne par le
détecteur a ionisation de flamme. Celui-ci fournit un signal dont la réponse (aire des pics du

chromatogramme) est proportionnelle a la- quantité de composes détectés.

:| gaz
1 wvecteur
chambre 2
d'injection \/

contrdle de = amplificateur
température S

intégrateur
enregistreur

[ H

ventilateur

colonne analytique

Figure 19: Principe du chromatographe.
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3.3.Appareillage
3.3.1. Injecteur
Il sert a I’introduction du mélange a analyser dans la colonne.

Cette opération est faite a 1’aide d’une micro seringue pour les liquides et les solutions et a

I’aide d’une vanne a boucles pour les mélanges gazeux.

La chambre d’injection doit étre a une température plus élevée que celle de la colonne pour
faciliter I’évaporation des échantillons. Le choix de I’injecteur est dicté par le type de colonne
utilisee (remplie ou capillaire) et par la nature des produits a séparer (leur résistance a la

décomposition lorsqu’ils sont soumis a de hautes températures).

Il y a essentiellement deux techniques d’injection, si on ne tient pas compte de la vanne a
boucles: la vaporisation directe “dans la colonne” et 1’introduction dans la colonne d’une
fraction de ce qui est injecté (split/splitless). Cette derniére technique est utilisée avec les

colonnes capillaires.
3.3.1.1.L’injection a chaud avec vaporisation directe dans le corps de I’injecteur

Ce type d’injection présente 1’inconvénient de favoriser la décomposition des substances
fragiles car la température de I’injecteur est passablement plus élevée que celle de la colonne.

Surtout utilisées avec les colonnes remplies.

tube récepteur

N

[connexlon

injecteur-colonne
I septum
gaz vecteur

Figure 20: Injecteur avec vaporisation directe a chaud.
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3.3.1.2.Injecteur split/splitless

Ce type d’injecteur ne laisse entrer dans la colonne qu’une petite partie du volume injecté.

Cette fraction est ajustable. Il est aussi équipé d’une purge de septum qui joue deux roles :

- Celui de compenser 1’augmentation de volume lors de 1’évaporation de 1I’échantillon;

- Celui de laisser sortir le surplus de gaz provenant de I’injection précédente.

Septum
| ( Ecrou

Vanne
de split |
= I
— Insert
de verre
Sortie
de « split

< =7/

— =

Arivéedu | 4 Corps de
gaz vecteur l'injecteur

Ny

VIV

Colonne
capillaire

Figure 21: Injecteur pour injection en mode split / splitless.

3.3.2. Colonnes
Il existe deux types de colonnes avec des variantes :

= Colonnes remplies ou a garnissage;
- Diameétre interne : (3,2 mm) ou (6,4 mm),
- Longueur : 0,5 a 3 metres,

- Tube : acier inoxydable - assez inerte et bon conducteur de chaleur.

gaz
e o
vecteur

support inerte imprégné de

liquide (CGL), ou adsorbant (CGS)

Figure 22:Colonne remplie.
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= Colonnes capillaires
- Longueur : 15 a 100 metres
- Tube : silice fondue recouvert d’une mince couche de polyimide.

couche
de polyimide silice fondue

I
T
0,25 mm

+

phase stationnaire

Figure 23: Colonne capillaire.

3.3.3. Détecteurs

Le détecteur est un appareil de mesure physico-chimique qui doit donner un signal au passage
de chacun des constituants du mélange en cours d’analyse, et cela, sans aucune interaction

avec le gaz vecteur.

Il existe un grand choix de détecteurs. Cependant au cours de ces différents rappels, nous nous
limiterons aux deux types de détecteurs les plus couramment utilisés, pour des analyses

concernant les acides gras.
3.3.4. La détection par ionisation de flamme (FID)

Actuellement, le détecteur le plus couramment utilisé en analyse organique est le détecteur a
ionisation de flamme. L'effluent pénétre dans une flamme obtenue par combustion d’un
mélange d'hydrogeéne et d'air. Les composés organiques sont alors ionisés et forment des ions
collectés par deux électrodes, entre lesquelles on applique une différence de potentiel. 1l en
résulte un courant électrique recueilli par un électrometre qui le transforme en courant que

I'on peut enregistrer.

Le passage de chaque composé sera traduit par un signal électrique, directement proportionnel
a la concentration de ce dernier. Le rassemblement de ’ensemble des signaux permet

d’obtenir le courant ionique total (= chromatogramme).
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électrode
collectrice

— ai
&——— hydiogéne

brileur

colonne capillaire

Figure 24: Principe du détecteur FID.

3.3.5. Détecteur a conductibilité thermique —catharometre-

Une résistance sensible a la température - tungstene, platine ou thermistance - est placée dans

un flux gazeux. Un équilibre thermique est atteint quand le refroidissement de cette résistance

provoqué par le passage du gaz vecteur compense son réchauffement au moyen d'un courant

électrique. Cet équilibre est modifié par l'arrivée d'un soluté entrainé par le gaz vecteur

(@ condition que la conductibilité du soluté soit différente de celle du gaz vecteur) car la

capacité de refroidissement du mélange, différente de celle du gaz vecteur seul, entraine une

variation de la résistance.

Cette résistance est un élément d'un pont de Wheatstone opposé a une autre résistance ou ne

circule que le gaz vecteur. Le déséquilibre de ce pont génére un signal qui indique la présence

d'un soluté.

gaz vecteur

mesure

sortie

+solute —» NN\

gaz vecteur

— [ AN

*

référence

|I|I alimentation

Figure 25: Détecteur a conductibilité thermique.
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D’autres moyens de détection sont aussi utilisés :

= Le détecteur a capture d’électrons.
= Les détecteurs spectraux tel que:
¢+ La détection par la spectrométrie de masse (SM),

+«+ La détection par spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR).
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Partie expérimentale

I. Matériels et méthodes

Introduction

Notre travail consiste en la détermination des propriétés physico-chimiques du lait de vache
(acidité, densité,.... etc.) ainsi que la détermination des acides gras présents dans le lait et leur

identification. Cette deuxiéme partie se fera par chromatographie en phase gazeuse (CPG).

Les échantillons de lait dans notre étude proviennent de :

> Lait pasteurisé entier commercial,
> Lait reconstitué entier préparé a partir du lait en poudre entier.

Les mesures sont effectuées directement sur les laits sans aucun traitement particulier.
1. Détermination des propriétés physico-chimiques du lait
11.LepH

1.1.1. Définition

Le pH est une grandeur sans unité qui exprime le caractére acide ou basique d’un produit.

Suivant la valeur de ce pH, le produit est acide, neutre ou basique.
1.1.2. Principe

Apres avoir étalonner le pH meétre a I’aide d’une solution tampon, on plonge 1’¢électrode dans

le bécher contenant les deux types du lait.

1.1.3. Mode opératoire
> Etalonner le pH a l'aide des deux solutions tampons.
> Introduire I'électrode dans le bécher contenant le lait a analyser.

» A chaque détermination du pH, retirer I'électrode, rincer avec I'eau distillée et sécher.

De méme on fait pour le lait reconstitué.
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1.2.La matiere séche totale (MST) ou extrait sec total (EST)
1.2.1. Définition

On entend par matiére seche du lait le produit résultant de la dessiccation du lait dans les

conditions décrites par la présente norme (AFNOR, 1985) ©9.

1.2.2. Principe
Dessiccation par évaporation d’une certaine quantité de lait et pesée du résidu.
1.2.3. Mode opératoire
e Dans une boite de pétri séchée et préalablement tarée P; peser environ 5g de lait P, ;
e Placer la boite de pétri découverte pendant 30 minutes sur le bain marie ;
e L’introduire dans I’étuve pendant 3 heures ;
e Mettre ensuite la boite de pétri dans le dessiccateur et laisser refroidir pendant

20 minutes.

e Repeser Ps.

La matiére séche totale exprimée en g/L est alors donnée par le théoréme suivant :

EST —P3 i 1000
= *
P1

P1: masse de la boite de pétri vide,

= P,:masse de la prise d’essai,

P3: masse de la boite de pétri étuvée.

1.3.La densité

1.3.1. Définition

La densité du lait est une grandeur sans dimension qui désigne le rapport entre la masse d'un

volume donné de lait 4 20°C et la masse du méme volume d'eau “9.
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1.3.2. Principe

La densité est déterminée a 20°C par lactodensimétre muni d’un thermometre.
1.3.3. Mode opératoire

Mettre [’échantillon dans wune ¢éprouvette de 250 mL. Ensuite, plonger le
thermo-lactodensimétre dans 1’éprouvette pleine qui débordera pour éventuellement éliminer
la mousse. Il faut maintenir 1’appareil verticalement et lire quand il est immobile au sommet

du ménisque.
1.4.L’acidité titrable du lait

1.4.1. Définition
Selon (JEAN et DIJON, 1993) @, I’acidité du lait résulte de I’acidité naturelle, due a la
caséine, aux groupes phosphate, au dioxyde de carbone et aux acides organiques et de

I’acidité développée due a I’acide lactique formé dans la fermentation lactique.

Bien que ’acide lactique ne soit pas le seul acide présent, I’acidité titrable peut étre exprimée
en grammes d’acide lactique par litre de lait ou en degré Dornic (°D).

1°D =0.1g d’acide lactique par litre de lait.

1.4.2. Principe

Titrage de Dl’acidité¢ par I’hydroxyde de sodium en présence de phénolphtaléine comme

indicateur.

1.4.3. Mode opératoire
Introduire dans un bécher de 50 mL, un volume V=10 mL de lait a 20°C et quelques gouttes
de phénolphtaléine fraichement préparé (1% (m/v) dans 1’éthanol a 96%). Doser par la soude
N/9 contenue dans un acidimétre jusqu’a la coloration rose qui persiste une dizaine de

secondes.
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2. Extraction de la matiere grasse du lait

Introduction

La matiére grasse du lait est en grande majorité sous forme d'émulsion de globules gras, qui
est stable du type "huile dans I'eau”. La surface des globules gras est couverte par une couche
adsorbée communément dénommée "membrane de globule gras”. Cette membrane contient
des phospholipides et des protéines sous forme d'un complexe. En plus de son role de
stabilisation de I'émulsion de la matiére grasse, le complexe de phospholipides - protéines

joue un réle important dans de nombreux procédes.

L'extraction des lipides du lait et de ses produits peut se faire par des procédés différents.

Nous avons suivi trois procédés pour 1’extraction de la matiére grasse du lait :

2.1.Méthode (1) : la méthode acido-butyrique de Gerber
2.1.1. Définition

Méthode de dosage de la matiére grasse du lait utilisant le butyrometre de Gerber. L'acide

sulfurique dissout la caséine pour libérer la matiére grasse.
2.1.2. Principe

Les constituants du lait autres que la matiére grasse sont dissous par 1’acide sulfurique
(H2SO0.). Et grace a la force centrifuge et I’ajout d’une petite quantité d’alcool amylique
(CsH1;0OH) qui dissout la matiere grasse, cette derniere se sépare et monte au sommet du

butyrométre 9.
2.1.3. Mode opératoire

Garnir le butyrométre: en utilisant un doseur mettre d’abord 10 ml d’acide sulfurique en
s’assurant de ne pas mouiller le haut de ’appareil. Ensuite, mettre 11 ml de lait en évitant le
mélange avec 1’acide pour ne pas augmenter la température du butyrométre. Puis, mettre 1 ml
d’alcool amylique et quelques gouttes d’eau (pour faciliter la lecture) et enfin boucher le

butyrometre a I’aide d’un bouchon sec.

Agiter le butyrométre pour mélanger le lait, 1’acide et I’alcool pour favoriser 1’attaque acide.
Au début du mélange D’acide coagule les caséines, agiter pour dissoudre le caillé.

Pour agiter, retourner le butyrometre.
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Centrifugation : introduire le butyromeétre dans la centrifugeuse (a 1200 tours/minute) avant
son refroidissement en équilibrant celle-ci.

Centrifuger pendant 5 minutes.
2.2.Méthode (2) : Dosage de la matiere grasse du lait par la méthode Rose-Gottlieb
2.2.1. Définition

La méthode ROSE-GOTTLIEB correspond a un dosage des lipides par pesee aprés extraction

éthéro-ammoniacale.
2.2.2. Principe “V

Les lipides étant, dans le lait, associés notamment aux protéines, il faut déstabiliser cette
association. Pour cela il faut utiliser de I'éthanol qui dénature les protéines et de I'ammoniaque
qui permet de les solubiliser de nouveau, afin qu'elles ne génent pas I'extraction des lipides
par I'éther.

Extraire ensuite ces lipides par I'éther. Apres extraction, le solvant organique contient les
lipides, de I'éthanol mais encore une faible quantité d'eau. Afin d'éliminer au maximum la
présence d'eau dans le milieu ensuite il faut ajouter de I'éther de pétrole qui permet le
relargage de I'eau. Les couches éthero-alcooliques réunies sont évaporées a sec, et le résidu de

matiére grasse est pese.

2.2.3. Mode opératoire

Dans une ampoule a décanter introduire et mélanger en agitant par rotation:

> 10 cm® de lait
» 1.5 cm® d'ammoniaque & 25% et mélanger convenablement.
> 10 cm?® d'éthanol & 95% et mélanger les liquides doucement.

Mettre ensuite le mélange dans I’ampoule a décanter et ajouter :

> 25 cm? éther diéthylique et agiter plusieurs fois.
Laisser reposer I'ampoule jusqu'a separation nette des deux phases, la phase supérieure doit

étre limpide.

> 25 cm? éther de pétrole et agiter plusieurs fois en dégazant de temps en temps.
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Récupérer alors la phase inférieure dans un bécher. Récupérer alors la phase supérieure et la

mettre dans un erlenmeyer.

La phase aqueuse inférieure peut encore contenir des lipides ce qui nécessite une deuxiéme
extraction qui sera réalisée de la méme maniere que la premiere en ajoutant sur cette phase,

successivement:

> 15 cm?® éther diéthylique, et agiter.
> 15 cm® d'éther de pétrole et agiter. Récupérer comme précédemment la phase
supérieure dans la capsule ou le bécher.
Eliminer les solvants par évaporation, ensuite, chauffer le flacon pendant 1 heure environ dans
I’étuve (a 100°C).

Retirer le flacon de I’étuve, le laisser refroidir et enfin le peser.

2.3.Méthode (3) “?
2.3.1. Principe

Le lait est vers¢ dans un bécher au lieu d’un verre & montre et mis dans I’étuve a une
température de 103°C, la surface de contact du lait contenu dans le bécher avec la chaleur de
I’étuve n’est pas grande comme lorsqu’on utilise le verre a montre, donc 1’eau contenue dans

le lait va devenir sous forme de bulles qui vont monter pour s’évaporer.

Mais ce n’est pas toute la partie de I’eau qui est évaporée et donc on ne va pas obtenir toute la

matiére séche mais plutét on va obtenir 3 couches :

= 1°® phase plus au moins calciné qui peut contenir une trés faible quantité de la matiére
grasse,

2°™ phase représente la matiére grasse puisqu’elle est moins dense que 1’eau,

3eme phase tout ce qui n’est pas matiére grasse d’apres ’analyse effectuée auparavant.

2.3.2. Mode opératoire

Dans un bécher de 250 mL. On verse un volume V=150 mL de lait et on le met dans une

étuve chauffé a 103°C sans interruption pendant 48 heures.
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2.3.3. Cas du lait reconstitué

2.3.3.1.Essai (1)

J’ai mis le lait dans I’étuve a 103°C pendant 24 heures sans interruption, j’ai obtenu deux

phases :

e Une couche supérieure solide pratiquement calcinée,

e Un liquide de couleur marron clair.

2.3.3.2.Essai (2)

J’ai prolongé le temps du chauffage 48 heures au lieu de 24 heures sans interruption et je n’ai

obtenu gue deux phases :

e La phase supérieure pratiquement calcinée de couleur marron foncé,
e La phase inférieure qui avait un aspect pateux de couleur marron foncé.

Il 'y avait apparition que d’une trés faible quantité de la phase huileuse que je n’ai pas pu

I’extraire (je n’ai obtenu que quelques gouttes).

2.3.4. Cas du lait pasteurise
2.3.4.1.Essai (1)

J’ai laissé le lait dans I’étuve pendant 24 heures sans interruption, le lait s’est décomposé

en donnant trois phases totalement distinctes :

e Une couche supérieure solide pratiquement calcinée,

e Une substance liquide légerement huileuse de couleur jaunatre,

e Une substance pateuse de couleur marron clair.
J’ai fait Dextraction de la phase huileuse en utilisant une seringue ordinaire
(de volume de 5 mL), je I’ai mise dans un flacon marron foncé et je ’ai conservée dans le

réfrigérateur.
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2.3.4.2.Essai (2)

Puisque la phase jaunatre était trés 1égére j’ai pensé a refaire la méme expérience mais en
prolongeant la durée du chauffage c’est-a-dire j’ai laissé le lait dans 1’étuve pendant 48 heures

et j’ai obtenu le résultat suivant :

e Une couche supérieure solide de couleur marron fonce,
e Une substance huileuse de couleur jaunatre et plus dense que celle obtenue lors du

premier essali,

e Une substance pateuse de couleur marron plus foncé que la précedente.

Donc ce qui m’a conduit a supposer que la phase huileuse obtenue dans le premier essai

contenait encore de I’eau.

2.3.4.3.Analyse des acides gras contenus dans la phase huileuse

Pour connaitre la composition d'une huile en I'analysant par C.P.G, on la transestérifie par le
méthanol et on transforme les triesters du glycérol qui constituent le corps gras en des
monoesters du méthanol ayant des points d'ébullition moins élevés. L'analyse par C.P.G. peut

se faire alors a des températures plus basses.

Il s'agit de la réaction d'un ester sur un alcool pour donner un autre ester selon la réaction

indiquée dans le schéma (1) :

H,C——OCOR' ROCOR' H,C——OH
Catalyseur + |
_ " acide
HC——0COR + 3ROH ROCOR" * HT—OH
H,C——OCOR" + H,C—— OH
ROCOR™
Triglycérides Alcool Mélange d'esters d'acides Glycérol
gras

Schéma 1: Réaction de transéstérification des triglycérides avec I'alcool.
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La réaction de transestérification se fait en trois étapes successives :

H,C——OCOR
HC——OCOR
H,C——OCOR
TG
H2C—OH
HC——OCOR
H,C——OCOR
DG
H2C_OH
HC——OCOR
H,C—— OH
MG

R'OH

R'OH

R'OH

|

|

|

HzC_OH
HC——OCOR
H,C——OCOR
DG
HzC_OH
HC——OCOR
H,C——OH
MG
Hzc_OH
HC—OH
H2C_OH
G

+ RCOOR' ()

Ester d'alkyle

+ RCOOR! 2
Ester d'alkyle
+ RCOOR' 3)

Ester d'alkyle

Schéma 2: Réactions successives de la transestérification.

La réaction de transestérification est chimiquement équilibrée. Les étapes (1) et (2) sont

rapides car les fonctions esters primaires sont transestérifiées en premier alors que 1’étape (3)

est plus lente

(43, 44)

Pour la réaction de la transestérification des triglycérides contenus dans la phase huileuse,

deux méthodes ont été appliquées “* :

2.3.4.3.1. La transestérification par le méthanol en présence d’un acide fort (H,SOy) :

Mode opératoire

1 g de matiere grasse est pesée dans un bicol de 250 mL. On y ajoute 10 mL de méthanol

sulfurique (1 %). Le mélange est alors porté a ébullition pendant 25 minutes avec un

réfrigérant a reflux et une garde a CaCl,. Apres avoir arrété le chauffage on verse environ

10 mL d’eau distillée. Aprés refroidissement le contenu est transvasé dans une ampoule a

décanter et le bicol est rincé plusieurs fois en utilisant en tout 20 mL d’eau distilllée puis

20 mL de chloroforme qui sont versés a leur tour dans 1’ampoule a décanter.
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On extrait trois fois la phase aqueuse avec 25 mL de chloroforme, les esters méthyliques se

rassemblent dans la phase organique.

On réunit les phases organiques qui vont étre lavées avec une solution saturée de bicarbonate
de Sodium pour éliminer les traces d’acide sulfurique ensuite avec de I’cau distillée, séchées

sur Sulfate de Sodium. Ensuite, on filtre puis on chasse le chloroforme a 1I’évaporateur rotatif.
» Mécanisme de la réaction de transestérification en milieu acide :

Ce mécanisme est identique a celui de I’estérification:

ol OH
R—C/ o R c/
\O—Rl \O—Rl
OH OH OH

(7 /e
/ + HsC——OH =~ R C\ A R—

Schéma 3: Mécanisme de la réaction de la transestérification catalysée par un acide fort.
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2.3.4.3.2. Latransestérification par le méthanol en présence de trifluorure de bore :

Mode opératoire

0.6 g de matiere grasse sont pesees dans un bicol de 250 mL. On y ajoute 15 mL de solution
méthanolique de fluorure de bore (14 %). On porte alors a ébullition a reflux pendant
2 minutes en utilisant un réfrigérant et une garde a CaCl,. Apres avoir arrété le chauffage on

verse un volume d’environ 10 mL d’eau distillée.

Apreés refroidissement le contenu est transvase dans une ampoule a décanter et le bicol est
rincé plusieurs fois en utilisant en tout 20 mL d’cau distillée puis 20 mL de chloroforme qui
sont versés a leur tour dans I’ampoule & décanter. On extrait trois fois la phase aqueuse avec
25 mL de chloroforme, les esters méthyliques se rassemblent dans la phase organique.

On réunit les phases organiques qui vont étre lavées, séchées sur Sulfate de Sodium. Ensuite,

on filtre puis on chasse le chloroforme a 1’évaporateur rotatif.

2.3.4.4.Propriétés physico-chimiques de I’huile extraite

2.3.4.4.1. Propriété physique

e Ladensité

a. Définition
La densité représente le rapport entre la masse volumique de la substance liquide et celle de
I’eau. C’est une grandeur physique qui caractérise les corps liquides par unité

de volume “9,

b. Mode opératoire
- Dans un bécher, on met un volume précis de I’huile et on le pese.
- Dans le méme bécher, on mesure le méme volume de I’eau distillée et on pése en

notant la température.
2.3.2.2.2.  Propriétés chimiques
On utilise comme indicateur d’oxydation différents indices, dont chacun a une signification
dans sa propre limite, c'est-a-dire qu’ils ne peuvent pas tenir compte de 1’ensemble du

phénomeéne de rancissement qui comporte beaucoup trop de réactions complexes, mais qui

tout de méme donnent une idée sur 1’état d’oxydation des acides gras. Les méthodes utilisees
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pour la détermination des caractéristiques physico-chimiques sont celles décrites dans la
norme du Réglement CEE n°2568/91 “",

On distingue ainsi :

e Indice d’acide

a. Introduction

Les acides gras s’hydrolysant naturellement donnent naissance a des acides gras libres et a du
glycérol. La mesure de I’indice d’acide d’un corps gras est un des meilleurs moyens de

déterminer son altération par hydrolyse.

b. Définition
C’est le nombre de milligrammes de potasse nécessaire pour neutraliser I’acidité de 1g

de corps gras “®).

c. Principe
Le principe consiste a titrer ’huile en solution dans un mélange d’éthanol et de solvant

par une solution alcoolique de potasse.

d. Mode opératoire
Dans un erlenmeyer, verser successivement 10 ml d’éthanol (96%), 10 mL de chloroforme,
2 gouttes de phénolphtaléine et une masse d’environ 0,4 g d’huile. Agiter avec 1’agitateur
magnétique jusqu’a dissolution, ensuite réaliser le dosage avec la potasse alcoolique

(10 mol/L) jusqu’a apparition d’une coloration rose persistante “*,

e Indice de saponification
a. Définition
Il représente le nombre de milligrammes de potasse caustique nécessaire pour transformer en

savon les acides gras et les glycérides d’un gramme “5),

b. Principe
Il s'agit d'un dosage en retour. On fait réagir a chaud une solution d'acide gras avec un exces

de potasse KOH. Cet exceés est ensuite dosé par une solution d'acide chlorhydrique (HCI).
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c. Mode opératoire
Les corps gras étant insolubles dans I'eau, il faut les dissoudre dans un solvant organique
approprié. Commencer par peser une masse connue et voisine de 0.5 g dans un bécher.
Ajouter 12.5 mL de solvant constitue a 50% d'éthanol et de chloroforme. Agiter pour

dissoudre le corps gras.

Introduire dans un erlenmeyer de 250 mL un volume V=10 mL de cette solution. Ajouter
25 mL de potasse alcoolique de concentration 0,5 mol/L. Mettre au bain marie bouillant
pendant 60 minutes. Ajouter 2 & 3 gouttes de phénolphtaléine. Doser I'exces de potasse par
I'acide chlorhydrique a une concentration de 0,5 mol/L en agitant jusqu'a la disparition de la

coloration de la phénolphtaléine. Effectuer dans les mémes conditions un essai a blanc.

e Indice d’ester.
C’est le poids en mg de potasse nécessaire pour saponifier les esters contenus dans 1g de

matiére grasse %
Cet indice n'est pas mesuré, il est calculé par la formule suivante :

Indice d'ester = indice de saponification - indice d'acide.
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3. Extraction des acides gras du lait et transformation en esters méthyliques

La plupart des réactions sont réalisées avec des réactifs et des solvants commerciaux, ainsi le
méthanol a été distillé avec un traitement de Mg et I, et conservé sur un tamis moléculaire
(4A°).

3.1. Introduction

La préparation des esters méthyliques est réalisée en trois étapes :

¢+ La saponification des lipides,

R/

¢ La libération des acides gras,

®,

% Estérification des acides gras.
3.1.1. Saponification des lipides

Au cours de la réaction de saponification, les corps gras sont hydrolysés en milieu alcalin par
la soude (NaOH) en chauffant le milieu réactionnel. La température élevée sert a accélérer la
réaction de saponification car c'est un facteur cinétique. La saponification des corps gras
produit du glycérol et un mélange de carboxylates de sodium qui constitue le savon.

H,C——OCOR o H,C——OH
HC——OCOR + 3 (Na+ + OH-) —_— 3 R—C——O + Na* + HC——OH

H,C——OCOR H,C——OH

Corps Gras Soude Savon Glycérol

Schéma 4: Réaction de la saponification des triglycérides.

e Mécanisme de la réaction de saponification
Il se décompose en trois étapes :
a. Attaque nucléophile :

La réaction commence par une attaque de I'ion HO sur le site électrophile de la molécule

d'ester.
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b. Elimination du groupe alcoolate.

Cette etape forme un acide carboxylique, acide faible et une base tres forte, I'ion alcoolate.
Il 'y a donc forcément une réaction acido-basique entre I'acide le plus fort et la base la plus

forte, donc transformation de I'acide carboxylique en ion carboxylate.

c. Reéaction acido-basique entre I'acide carboxyligue et I'ion alcoolate.

L'ion alcoolate est une base tres forte qui arrache un proton a I'acide carboxylique.

OH
g |
R C—O—FR +* H—O ~ R C—O0—R
| |
(! L
OH OH
| |
R cZ"o—~r > R c + R—O
I
((I)_ 0
R C 6’_\H + R on > R C—O +R—OH
I ~ I
o) o)

Schéma 5: Mécanisme de la réaction de la saponification des triglycérides.

3.1.2. La libération des acides gras

Pour obtenir un acide carboxylique, il faut acidifier le milieu par un acide concentré :

3(RCOO; Na*) + Hsp0, —— > 3RCOOH + PO,*,3Na"

Savon de Sodium Acide Carboxylique

Schéma 6: Réaction acido-basique pour I'obtention des acides gras.
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Le mécanisme de 1’acidification de 1’ion carboxylate est représenté dans le schéma (7) :

Vi /)
— / + —> R—C
R C\o- N
O—H
lon Carboxylate Acide Carboxylique

Schéma 7: Mécanisme de ’acidification des sels de Sodium.

3.1.3. Estérification des acides gras

La réaction d’estérification est la réaction entre un acide carboxylique et un alcool conduisant
a la formation d’un ester et I’eau. Les réactions d’estérification sont lentes cela nécessite la

présence d’un catalyseur acide.

Catalyseur
acide

RCOOH + R'OH RCOOR' + H,0

Acide Carboxylique Alcool Ester d'acides gras Eau

Schéma 8: Réaction d’estérification.

3.2. Mode opératoire “®

20 g de I’extrait sec total (la méthode de sa préparation est décrite dans 1.2) est saponifié par
5 g de NaOH dans 200 mL de méthanol absolu pendant 5 heures a la température d’ébullition

du melange, sous un réfrigérant a reflux muni d’une garde a CacCls.

Les savons formes sont dissous en ajoutant environ 50 mL d’eau distillée a la liqueur de
saponification. Une fraction des constituants du lait n’est soluble qui est constituée
probablement par des alcools a trés longue chaine moléculaire, saponifiés ou non par le
traitement précédent est filtrée. La séparation des savons et de I’insaponifiable se fait par

extraction plusieurs fois a I’hexane.

Pour la libération des acides gras, la phase aqueuse contenant les sels de sodium

(c’est-a-dire le savon basique) est acidifiée par de I’acide phosphorique concentré jusqu’au
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pH=1 (le papier pH indique une couleur rouge), ensuite, le mélange est extrait plusieurs fois a

I’hexane.

Les phases organiques sont ensuite lavées plusieurs fois a 1’eau et ensuite séchées par le
sulfate de calcium et enfin on procede a une évaporation du solvant en utilisant un
évaporateur rotatif or on utilisant cet appareil, on réalise une évaporation sous vide en une
trompe a eau. Pendant 1’évaporation le ballon est mis en rotation et plongé dans un bain
d’huile de silicone chauffé. L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un ballon-collecteur
de condensat. La rotation du ballon crée une surface d’échange plus grande et renouvelée

permettant donc d’effectuer une évaporation rapide.

Expérimentalement, un certain nombre de difficultés s’est présenté. Nous avons donc été

obligés de procéder a plusieurs essais, ces derniers sont regroupés dans le tableau (1) :

Difficultés rencontrées dans la réaction Solutions appliquées

Filtration de I’insaponifiable. Ajouter une grande quantité d’eau distillée pour

renforcer la solubilité des savons de Sodium.

Solubilit¢ de I’insaponifiable dans | Utiliser un autre solvant : le chloroforme.

I’hexane.

Solubilité des acides gras dans | Utiliser le chloroforme comme solvant

I’hexane. d’extraction.

Tableau 1: Tableau récapitulatif des différentes difficultés rencontrées dans I’extraction
des acides gras.

e Estérification des acides gras extraits

Pour analyser les acides gras obtenus en CPG, on doit tout d’abord les estérifiés dans le but de

rendre les AG volatils. On réalise 1’estérification de la maniére suivante “® :

\

250 mg d’acides gras sont chauffés a reflux (en utilisant un réfrigérant muni d’une garde
a CaCly) en présence de 7.5 mL d’une solution méthanolique de BF3 (14 %) pendant
5 minutes. Aprés dilution a I’eau (environ 7.5 mL), les esters méthyliques d’acides gras sont
extraits plusieurs fois au chloroforme. La phase organique est ensuite lavée avec de I’eau

distillée et apres avoir vérifié la neutralité du milieu la phase organique est ensuite sechée

46



Partie expérimentale

avec le sulfate de Sodium. Apres filtration, le chloroforme est évaporé en utilisant

I’évaporateur rotatif.

% Les mémes modes opératoires ont été appliqués pour le lait en poudre.

47



Partie expérimentale

Il.  Résultats et discussions
1. Détermination des propriétés physico-chimiques du lait

1.1.Détermination du pH
La détermination du pH, a été faite au sein du laboratoire COSNA, a I’aide d’un pH-métre

PHE-17 a affichage numérique. Les résultats sont représentés dans le tableau (2) :

Type du lait Lait pasteurisé Lait reconstitué
pH 6.61 6.79
Température 17.6 20.1

Tableau 2: Les valeurs du pH des laits.

Les valeurs du pH représentent 1’état de fraicheur du lait, plus particuliérement en ce qui

concerne sa stabilité.

D’apres les résultats obtenus nous remarquons que le pH des deux types du lait est dans les
normes puisque leur valeur n’est pas inférieure & 6.5 *® et le fait que le pH du lait reconstitué
est légerement supérieur a celui du lait pasteurisé cela lui confére une longue conservation

c¢’est-a-dire une plus grande stabilité.

1.2.Détermination de la matiére seche totale
La détermination de 1’extrait sec total a été faite au sein du laboratoire d’analyse d’eau et des

produits agro-alimentaires et les résultats sont représentés dans le tableau (3).

Type du lait Lait pasteurisé Lait reconstitué
EST (g/L) 111.3 172.2
EST (%) 11.113 17.22

Tableau 3: Les extraits secs totaux des laits.

Les résultats illustrés dans le tableau (3) montrent que le lait reconstitué est plus riche en EST
que le lait pasteurisé qui a une valeur tres proche de celle décrite dans le journal officiel de la

république Algérienne qui est de 11.5 g/L.

= [ a détermination de la densité et de 1’acidité titrable a été réalisée au laboratoire des

analyses physico-chimiques de 1’industrie laitiére de GIPLAIT El Mansourah.

1.3.Détermination de la densité

Type du lait

Lait pasteurisé

Lait reconstitué

Densité a 20 °C

1.030

1.032

Tableau 4: Les valeurs de la densité des laits.
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La densité du lait pasteurisé est legéerement inférieure a celle du lait reconstitué car la densité
varie dans le méme sens que la richesse en matiére seche du lait ¢’est-a-dire qu’un lait plus
riche sera a priori plus lourd. Ceci explique en partie le taux élevé de la M.S.T du lait

reconstitué déterminée en (1.2).

1.4.Détermination de 1’acidité titrable

Les résultats de ce dosage sont regroupés dans le tableau (5) :

Type du lait Lait pasteurisé Lait reconstitué
Acidité (en °D) 16 14
Tableau 5: Acidité des laits.

L’acidité titrable du lait ne renseigne pas sur la quantité d’acide lactique dans le lait mais sur
son acidité globale qui repose sur I’ensemble de ses constituants acides et sur sa teneur en
matiere seche. Elle doit étre comprise entre 15 et 18°D. Donc d’apres les résultats indiqués
dans le tableau (5), on peut dire que I’acidité du lait pasteurisé est dans les normes alors que
celle du lait reconstitué est Iégerement inférieure et cela est di a une possibilité de

conservation plus longue.
2. Extraction de la matiere grasse du lait

2.1.La méthode acido-butyrique de Gerber

La détermination de la matiére grasse du lait par cette méthode a été effectuée au sein du
laboratoire des analyses physico-chimiques de 1’industrie laitiere GIPLAIT, ainsi qu’au

laboratoire d’analyse d’eau et les produits agro-alimentaires.

La méthode acido-butyrique de Gerber repose sur la lecture directe sur un butyromeétre la
quantité de matiére grasse contenue dans le lait, les résultats de cette mesure sont illustrés

dans le tableau (6) :

Type du lait Lait pasteurisé Lait reconstitué
Aspect Liquide limpide Liquide limpide
Couleur Jaune Jaune

MG (g/L) 31 28

Tableau 6: La teneur en matiére grasse des laits.

La teneur en matiére grasse du lait entier est comprise entre 28 g/L et 35g/L ©, donc selon les
résultats obtenus nous remarquons que le lait pasteurisé a pratiqguement une valeur tres proche

de la moyenne alors que la teneur de la matiere grasse du lait reconstitué obtenue est identique
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a celle indiquée dans le sachet du lait en poudre qui elle-méme appartient a 1’intervalle cité

précédemment.

2.2.La méthode de Rose Gottlieb

Type du lait Aspect Couleur Masse obtenue (g)
Pasteurisé Liquide limpide Jaune 0.27
(aspect huileux)
Reconstitué Liquide limpide Jaune 0.20
(aspect huileux)

Tableau 7: Caractéristiques des huiles obtenues par la méthode de Rose Gottlieb.

D’aprés les masses obtenues des deux types du lait et en se basant sur les résultats de la
méthode d’extraction précédente nous pouvons dire que la méthode de Rose Gottlieb permet

une extraction quasi-complete de la matiére grasse du lait.

2.3.La méthode (3)

e Le lait pasteurisé

Type du lait Aspect Couleur
Lait pasteurisé Liquide limpide (huileux) Jaune
Tableau 8: Caractéristiques de I'nuile obtenue par la méthode (3).

En comparant avec les deux méthodes d’extraction précédentes, nous avons remarqué que
cette méthode ne donne pas un bon rendement c’est-a-dire ce n’est pas toute la matiére grasse
qui est extraite (peut étre qu’une partie d’elle est dans la phase supérieure) car pour 150 mL

du lait nous avons obtenu qu’environ 2 g de matiere grasse.

Donc j’ai supposé qu’il fallait la laisser plus de temps dans 1’étuve (environ 72 heures) pour

extraire le maximum d’huile.

Les trois phases signalées auparavant ont été obtenues méme dans le cas du lait de vache

cru 2,

2.3.1. Transesteérification des triglycérides contenus dans la matiere grasse

La chromatographie en phase gazeuse (C.P.G) est la principale technique pour déterminer le

profil d’acides gras du lait.
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Toutefois étant donné que les acides gras sont naturellement estérifiés sous forme de
triglycérides, leur séparation par la chromatographie en phase gazeuse est trés difficile vu que
ce type de chromatographie est utilisé pour la séparation de molécules de faible masse

moléculaire et apolaires ou faiblement polaires.
e Mode opératoire

A T’aide d’une micro seringue de 1 pl, un volume de 0,5 ul des acides gras esterifiés est
injecté dans la colonne. La séparation est faite en gradient de température a I’aide d’un
chromatographe SHIMADZU modele GC 17-A, instrument lié a un intégrateur enregistreur
avec les conditions opératoires suivantes de la (CPG/ FID):

Gaz vecteur : N, (Azote)
Type de colonne : colonne capillaire type TR-CN100
Structure de la colonne utilisée : Poly (bicyanopropyl) siloxane.

Température maximum de la colonne : 220°c.

Température de I’injecteur : 250°c.

Température du détecteur : 280°c.

Longueur : 30m.

Diamétre intérieur : 0,25 mm.

Epaisseur du film : 0,20pm.

Vitesse du gaz vecteur : 34 cm/sec.

Débit total du gaz vecteur : 25 mL/min.

Débit du gaz vecteur dans la colonne : 1,5 mL/min.

Mode d’injection : Split.

Rapport split: 14 :1

Débit du gaz dans le split : 20 mL/min.

Débit de la purge : 3 mL/min.

Fuite du septum : 2 mL/min.

Pression : 600 kPa.

La programmation de la température est faite comme suit :

210°c

10min

4°c/min

40°c
4min

e Temps total de I’analyse : 60 min.
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» Lastructure du Poly (bicyanopropyl) siloxane est représentée dans la figure
ci-dessous :

?N
(CH2)s
S | vl
(#Ha)a
CN

Figure 26: La structure du Poly (bicyanopropyl) siloxane.

L’identification des pics des acides gras est faite par comparaison avec des chromatogrammes

références (chromatogrammes des étalons) dans les mémes conditions de travail.
a. Transéstérification en présence d’acide sulfurique

Avant de faire 1’analyse par la CPG, il fallait s’assurer de la présence de 1’ester donc il fallait

procéder & une analyse par infrarouge.

Les spectres d’absorption infrarouge (IR) ont été effectués au Centre de mesures du
Laboratoire des Substances Naturelles et Bioactives (LASNABIO) a I’aide d’un spectrométre
« Perkin Elmer L1600300 SPECTRUM TWO » en utilisant des pastilles de KBr, les valeurs

de fréquences sont exprimées en cm™.
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Figure 27: Vérification de la formation de la fonction ester dans les EMAG
du lait pasteurisé en présence de H,SO,.
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Données spectrales : 1744.62 cm™ (C=0 ester), 1170.41 cm™ (C-O-C ester), 2853.24 cm™
et 2953.24 cm™ (C-H aliphatiques).

#omr=0<
en=-0<

0,04~ [0:04

0,02

0,00{ " 0,00

o 25 50
Minutes

Figure 28: Chromatogramme des EMAG apreés estérification en présence de H,SO,.

La détermination des pourcentages est basée sur la méthode de normalisation interne

admettant que la somme des aires des pics représente la totalité des constituants.

Esters d’acides Nombre Temps de rétention | Composition en EMAG
d’atomes de des EMAG de du lait (%)
Carbones I’échantillon (min)

Inconnu / 5.190 6.05
Inconnu / 5.830 5.07

Hexanoate de C6:0 8.269 3.69
méthyle

Octanoate de C8:0 14.116 3.71
méthyle

Décanoate de C10:0 19.535 7.41
méthyle
Inconnu / 21.445 0.84
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Laurate de méthyle C12:0 24.402 6.42
Palmitate de méthyle C16:0 28.911 20.49
Tétradécanoate de Cl14:0 30.131 2.63
méthyle
Pentadécanoate de C15:0 30.948 1.52
méthyle
*Palmitoléate de *C16:1 33.268 18.37
méthyle
*Myristoléate de *Cl4:1 37.328 3.46
méthyle
Oléate de méthyle Ci18:1 37.954 11.15
Arachidate de C20:0 41914 0.93
méthyle
*Linolénate de *C18 :2 44.400 0.79
méthyle
Heneicosanoate de C21:0 45.37 1.87
méthyle
*Arachidonate de *C20 4 47.490 5.60

méthyle

Tableau 9: Identification et composition moyenne des EMAG obtenus en présence de H,SO,.
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b. Transestérification par le trifluorure de bore
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Figure 29: Vérification de la formation de la fonction ester dans les
EMAG du lait pasteurisé en présence de BF3.

Données spectrales: 1744.63 cm™ (C=0 ester), 1170.69 cm™ (C-O-C), 2924.24 cm™
et 2853.57 cm™ (C-H aliphatique).
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Figure 30: Chromatogramme des EMAG aprés estérification en présence de
BFs.
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Esters d’acides Nombre Temps de rétention des Composition en EMAG
d’atomes de EMAG de I’échantillon du lait (%)
Carbones (min)
Hexanoate de C6:0 8.249 0.45
méthyle
Inconnu / 12.669 3.08
Octanoate de C8:0 14.112 0.51
méthyle
Décanoate de C10:0 19.575 1.35
méthyle
Inconnu / 22.735 3.88
Laurate de Cl12:0 24.442 2.40
méthyle
Palmitate de C16:0 28.418 11.06
méthyle
Tétradécanoate Cl14:0 28.925 4.30
de méthyle
Inconnu / 29.641 1.53
Pentadécanoate C15:0 30.698 1.26
de méthyle
*Palmitoléate *C16 :1 33.328 35.17
de méthyle
Heptadécanoate C17:0 35.231 1.32
de méthyle
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Myristoléate de *Cl4:1 37.540 5.46
méthyle
Oléate de Ci18:1 37.640 22.05
méthyle
Linoléate de C18:2 38.211 2.32
méthyle
Heneicosanoate C21:0 45,834 2.45
de méthyle
*Arachidonate *C20 4 47 477 1.41
de méthyle

Tableau 10: Identification et composition moyenne des EMAG obtenus en présence de BFs.

» Interprétation des deux chromatogrammes :

D’apres les tableaux (9) et (10) nous constatons que les acides gras saturés, a nombre pair de
carbone, dominent trés largement puisqu'ils représentent a eux seuls prés de la majorité des
acides gras contenus dans le lait, la raison pour laquelle nous avons donné des suppositions

concernant les AG dont les étalons n’ont pas été identifiés.

Les acides gras saturés de faible poids moléculaire (C4-Cyg) sont présents en quantités

modestes alors que les acides gras insaturés sont trés variés.

Les acides gras polyinsaturés n'existent qu'en proportions faibles. Il en découle que les acides
gras essentiels sont peu présents dans le lait (de 1’ordre de 3%) dont le plus abondant ¢’est
I’acide linoléique (C18 :2).

D’apreés les résultats des tableaux, nous remarquons que 1’acide palmitique (C16 :0), I’acide
Palmitoléique (C16 :1) et I’acide oléique (C18:1) sont trés abondants, ils sont considérés
comme de bons fournisseurs d’énergie, 1’acide oléique a son tour est le précurseur de dérivés
a tres longues chaines (notamment a 24 atomes de carbone), il réduit aussi la cholestérolémie

ce qui constitue un point positif indiscutable pour le lait.

Nous pouvons dire que nos résultats sont comparables avec ceux de la littérature “?.
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» Comparaison entre les deux catalyseurs (BF3 et H,SO,)

Nous avons remarqué que le chromatogramme des EMAG obtenu en présence du trifluorure
de Bore présente de légéres différences puisque la composition centésimale fait apparaitre la
présence d’autres acides gras tel que 1’acide heptadécanoique avec une moyenne de 1.31%

et I’acide linoléique avec une moyenne de 2.32%.

Les deux chromatogrammes en different notamment en ce qui concerne la concentration des
acides gras restants dont en présence de 1’acide sulfurique les pourcentages étaient plus au
moins élevés par rapport a ceux obtenus en présence de BF; et cela est dd a la forte intensité
des AG majoritaires ¢’est ce qui nous conduit a dire que la séparation du 2°™ échantillon était
meilleure que celle du 1%, en plus la réaction avec le BF3 prend moins de temps qu’avec
H,SO, et donc le catalyseur le plus convenable pour la transestérification des acides gras est

le trifluorure de Bore.

2.3.2. Détermination des propriétés physico-chimiques de I’huile extraite
2.3.2.1.La densité

Le calcul de la densité est donné par la formule suivante :

) m

__ p(huile) vy

= = =7

p (eau) r
m : la masse de I’huile en (g) V : le volume de I’huile en (mL)
m’ : la masse d’eau en (g) V’ : le volume de I’eau en (mL)

La densité de la matiere grasse du lait est de 0.830 a 24°C, notre huile posséde une densité
inférieure a celle de I’eau, c’est la caractéristique de la majorité des huiles animales et

végétales.
2.3.2.2.L”’indice d’acide

Le principe de la détermination de 1’acidité d’une huile consiste en un dosage acido-basique

correspondant a la neutralisation dont le schéma réactionnel est indiqué dans le schéma (9) :
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R-COOH + KOH —— RCOOK + H,0

Acides Gras Base Savon Eau

Schéma 9: Reéaction de neutralisation acido-basique.

Le calcul de I’indice d’acide est effectu¢ par la formule suivante :

_ MV x(C
B m

1.A

Avec :

e M : la masse molaire de KOH (56.11 g/mol).
e V:levolume de KOH au point d’équivalence (mL).
e C: laconcentration de KOH (mol/L).

e m: lamasse de I’huile dosée.

Pour déterminer 1’indice d’acide, nous avons procédé a un dosage d’une solution contenant
I’huile, le chloroforme et 1’éthanol avec du KOH a 0,01M. La valeur obtenue pour I’indice
d’acide de notre huile est de [.A = 4.53 mg KOH/g, elle est légérement élevée d’apres
Williams K. A“® qui renseigne sur des valeurs oscillantes entre 2.5. mg et 4.30 mg KOH/g.
L’augmentation de cet indice est le signe du degré d’hydrolyse plus ou moins prononcé de la
matiere grasse. Donc une bonne huile posséde un faible taux d’acidité qui contribue a lui

donner une forte stabilité face a 1’oxydation.
2.3.2.3.L’indice de saponification

Pour déterminer 1’indice de saponification on a fait réagir une solution d’huile avec un exces

de KOH (0,5M) selon la réaction qui est indiquée dans le schéma (10):

59



Partie expérimentale

H,C——OCOR H,C——OH
HC—OCOR  + 3HO > 3R COO™ + Hl—OH
H,C——OCOR HZL_OH
Triglycérides lon Carboxylate Glycérol

Schéma 10: Réaction de la saponification des triglycérides.

L’excés de la solution potassique est dosé par la suite avec du HCI a 0,5M.

Le calcul de I’indice de saponification se fait comme suit :

M (Vt—Ve)*C
B m

1.S

M : la masse molaire de KOH (56.11 g/mol).

V: : le volume versé du témoin en ml

V. : le volume de I'essai en ml

Cha : la concentration de la solution d'acide chlorhydrique en mol/I

m : la masse d'huile exactement pesée en g.
La valeur de I’indice de saponification est de 132.218 mg KOH/g.

L’indice de saponification nous informe sur la longueur de la chaine carbonée des acides gras
qui constituent les triglycérides, plus cet indice est faible plus la chaine carbonée est longue.
L’indice de notre huile est de 132.218 mg KOH/ g, ceci montre qu’elle possede des acides
gras a longue et moyenne chaine.

2.3.2.4.1’indice d’ester

L’indice d’ester est déterminé par la formule suivante :

ILLE=1.5—-1A
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Donc la valeur de I’indice d’ester est de 127.688 mg KOH /g.

L’indice d’ester est un indicateur renvoyant directement a la qualité de I’huile étudice.
L’huile extraite est caractérisée par un indice d’ester élevé ce qui ne permet pas une longue

durée de conservation.

3. Extraction et estérification des acides gras du lait

3.1. Extraction des acides gras
3.1.1. Essai (1)

Apres évaporation du solvant je n’ai rien obtenu donc j’ai supposé que j’ai perdu mon produit
dans la phase aqueuse lors de I’extraction des AG par différents solvants or j’ai utilisé un
mélange d’eau-chloroforme (je n’avais une quantité suffisante pour faire I’extraction) ensuite

j’ai utilisé le dichlorométhane.

3.1.2. Essai (2)

En utilisant le chloroforme j’ai obtenu une masse de 0.25 g d’AG pour I’EST du lait

pasteurisé et 0.53 g pour le lait en poudre a la fin de la réaction.

3.2.Estérification des acides gras
Apres avoir effectué 1’analyse des deux échantillons par spectroscopie infrarouge j’ai obtenu

les spectres suivants :

» Spectre des EMAG du lait pasteurisé
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Figure 31: Vérification de la formation de la fonction ester dans les EMAG du lait
pasteurisé (aprés la 1% estérification).
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Les bandes caractéristiques : 3452.25 cm™ (O-H acide carboxylique : faible parce qu’une

partie des acides carboxyliques n’est pas estérifiée), 1745.45 cm™(C=0 acide carboxylique

parce que celle de I’ester est beaucoup plus intense), 2962,92 cm™ (C-H aliphatiques).

» Spectre des EMAG du lait en poudre
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Figure 32: Vérification de la formation de la fonction ester dans les EMAG

du lait en poudre (aprés la 1% estérification).

Les bandes caractéristiques :

Pratiquement les mémes bandes caractéristiques ont été observées pour le

Donc puisqu’

2°M spectre.

il y avait toujours les traces d’acide carboxylique dans les échantillons j’ai pensé

a les estérifiés une deuxieme fois mais j’ai obtenu le méme résultat ce qui m’a conduit a faire

une troisieme estérification en prolongeant le temps du reflux c’est-a-dire 10 minutes au lieu

de 5 minutes et apres I’analyse j’ai obtenu les résultats suivants :
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Figure 33: Vérification de la formation de la fonction ester dans les
EMAG du lait pasteurisé (apres la 3°™ estérification).
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Données spectrales : 3451.73 cm™ (O-H acide carboxylique moins intense que la précédente),
1744.57 cm™ (C=0 acide carboxylique), 2963.25 cm™ (C-H aliphatique).
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Figure 34: Vérification de la formation de la fonction ester dans les

EMAG du lait en poudre (apreés la 3°™ estérification).

Données spectrales : pratiquement les mémes bandes caractéristiques ont été observées pour

les deux types du lait.

Puisque la bande de C=0 n’était pas intense ¢’était impossible d’analyser les échantillons par
la CPG a cause de la présence des traces d’acides dans le milieu réactionnel et cela est di
peut-étre parce que le temps du reflux est peut étre insuffisant pour estérifiés tous les acides

gras.
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Conclusion Générale

Aprés une étude bibliographique ou nous avons introduit le lait, sa définition, sa
composition chimique ainsi que les différents laits commercialisés et leurs modes de
préparation, nous avons déterminé les différentes caractéristiques physico-chimiques de nos

deux échantillons de lait.

Sur le plan physico-chimique les résultats ont été compris dans des intervalles

proches des normes internationales retenues pour cet aliment.
Nous avons essayé ensuite de déterminer la composition chimique de ces derniers.

Il s’est avéré que I’extraction de la matiére grasse ainsi que I’estérification des
acides gras par deux méthodes différentes et les essais d’analyse et d’identification ne sont

pas si aisées qu’il apparait.
Nous avons néanmoins réussi a le faire partiellement.

Nous avons trouve que le lait est riche en acides gras saturés possédant un nombre

d’atomes de carbone alors qu’il est pauvre en acides gras essentiels.

Nous nous sommes, dans le cadre de ce modeste travail, familiarisé avec la réalité
du laboratoire ainsi que ses aléas. Nous avons appris a maitriser deux méthodes d’analyse a

savoir I’infrarouge et la chromatographie en phase gazeuse.

Ce travail pourrait étre plus complet en refaisant les extractions plusieurs fois afin
de nous assurer que nous avons la totalité des acides gras et par une analyse par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse afin d’identifier de

fagon certaine tous nos extraits.
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