Analyse des lipides polaires de la MFGM par SPE et HPLC-ELSD
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Introduction

Le lait bovin contient environ 4% de matiére grasse répartie dans la phase sérique sous forme
de petits globules sphériques dont le diametre varie entre 0.1 et 10 um. L’émulsion huile dans
eau que constitue le lait est stabilisée grace a une fine membrane entourant le globule gras,
appelée MFGM (milk fat globule membrane). La MFGM se compose d’un mélange complexe
de protéines, principalement des enzymes, de glycoprotéines et de lipides (Danthine et al.,
2000). Cette fraction lipidique comprend deux tiers de lipides neutres pour un tiers de lipides
polaires (LPs) parmi lesquels les principaux sont des phospho- et des sphingolipides et les
composés mineurs sont essentiellement des glycolipides. Avec leur structure amphiphile, ces
lipides polaires présentent des propriétés émulsifiantes et stabilisantes importantes. L’analyse
des lipides polaires constitue une étape préliminaire et nécessaire pour une meilleure
compréhension des propriétés fondamentales de la MFGM. Cette présentation décrit une
procédure spécifique a la détermination tant qualitative que quantitative des LPs contenus
dans la MFGM.

Etude de la procédure d’analyse des lipides polaires de la MFGM

Au cours de cette recherche, quatre étapes majeures de I’analyse des LPs de la MFGM ont été
étudiées : I'isolement de la MFGM, I’extraction des lipides totaux de cette matrice biologique,
la purification de la fraction des LPs et I’analyse quantitative par HPLC-ELSD de cette
fraction.

1- Isolement de la MFGM
Partant d’une méme créme crue, non traitée thermiquement, une MFGM native est isolée
aprés lavage de la créme par un tampon phosphate et déstabilisée par barattage. La
composition en LPs de cette MFGM native est comparée a celle du babeurre extrait par
barattage de cette créme mais non lavée par le tampon phosphate.

2- Extraction des lipides totaux
L’extraction des lipides totaux de la MFGM a suivi le protocole de Shaikh modifié par
Rombaut et al. (2005). 1l consiste a diluer 5g d’échantillon sec de MFGM dans 20 ml d’eau
distillée et d’extraire les lipides avec un mélange CHCI3 / CH30H en proportion variable au
cours de 4 étapes successives. La phase CHCI3 est récupérée et lavée par une solution saline.
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3- Fractionnement des lipides totaux par SPE (solid phase extraction)

L’étape de purification des lipides polaires est généralement recommandée avant une injection
en HPLC. Le fractionnement par SPE des lipides totaux en trois classes a été testé en suivant
la méthode de Vaghela et Kilara (1995) modifiée par cette étude. Une échantillon de 80 mg de
lipides totaux est déposé sur 0.5g de poudre d’aminopropyle et séché. La poudre est ensuite
déposée au sommet d’une mini-colonne SPE de 2g d’aminpropyle conditionnée a I’hexane.
Le fractionnement s’opére en trois phases selon le protocole d’élution de Vaghela, ce qui
permet de séparer les lipides neutres, les acides gras libres et les lipides polaires.

4- Analyse des lipides polaires par HPLC-ELSD

Une nouvelle méthode d’analyse des lipides polaires développée par Rombaut et al. (2005) a
été testée au cours de cette étude. Cette méthode HPLC utilise une colonne Prevail Silica 3
um de 150 x 3.0 mm équilibré a 40°C et équipée d’une pré-colonne similaire. La phase
d’élution suit un gradient linéaire d’un mélange CHCI3 / CH30H / tampon acide formique —
TEA a pH 3. La durée totale de I’analyse est de 25 minutes y compris la régénération. La
détection des familles lipidiques est réalisée par ELSD. L’analyse des lipides polaires extraits
par SPE a été comparée a celle des lipides totaux directement injectés sur colonne afin de
déterminer Iutilité et I’efficacité de cette purification préalable.

Conclusions

Cette recherche visant a maitriser une procédure performante d’analyse des lipides polaires de
la MFGM a conduit aux conclusions suivantes :

- Une MFGM native peut étre extraite a partir d’une créme crue et ainsi servir de
modele de référence pour des études fondamentales sur sa composition, sa structure et
ses propriétés fonctionnelles. La composition en LPs de cette MFGM native est
similaire a celle d’un babeurre frais.

- DL’extraction des lipides totaux d’un babeurre frais est rendue plus délicate par la
présence de composants résiduels comme les protéines sériques, les caséines et le
lactose.

- Le fractionnement par SPE sur aminopropyle a révélé une rétention spécifique d’une
partie des PI et des PS rendant cette étape inappropriée pour un dosage quantitatif des
LPs de la MFGM. La technique reste cependant adaptée pour purifier les autres types
de phospho- et sphingolipides.

- La méthode d’extraction et de dosage des LPs par HPLC-ELSD proposée par
Rombaut présente de bonnes performances dans le cas de la matrice complexe que
représente la MFGM et ne nécessite pas de purification préalable.

Ces résultats mettent en évidence toute l'importance des conditions d’extraction et de la
maitrise d’'une méthode d’analyse efficace des lipides polaires en vue d’une étude plus
fondamentale de la MFGM.
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