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INTRODUCTION

Les esters méthyliques d'acides gras sont préparés a partir de la matiére grasse obtenus par

extractions des substances naturelles puis analysés par chromatographie en phase gazeuse sur colonne

capillaire.

L’objectif de ce travail est donc d’une part d’optimiser un mode opératoire convenable en
Chromatographie en phase gazeuse (CPG) afin de pouvoir procéder a la séparation et 1’identification de
certains composés (acides gras) se trouvant dans les extraits d’huiles d pépins de melon et de grains de
figues de barbarie, d’autre part d’établir une base de données des étalons d’acides gras estérifiés au

laboratoire COSNA aux conditions d’analyse en CPG simple et GC-MS.

Les acides gras sont présents en grandes quantités dans les systémes biologiques, mais rarement a
I’état libre non ionisé. D’une fagcon générale, ils sont estérifiés par du glycol ou liés a d’autres
molécules.la trés grande majorité des acides gras naturels ont un nombre pair d'atomes de carbones(le
plus souvent de 14 a 24) mais, il existe des acides gras a nombres impairs d’atomes de carbones en
particulier dans des organismes marins. Ces derniers peuvent étre saturés (toutes les liaisons carbone-
carbone sont des liaisons covalentes simples) ou insaturés (avec une ou plusieurs doubles liaisons, ou plus

rarement triples liaisons) !,

Les acides gras insaturés naturels sont un peu plus abondants, que les saturés, tout
particuliérement dans les plantes, ils s’y trouvent dans les graisses animales, les graisses végétales ou les

cires sous forme d’esters 21,

Les acides gras, plus connus sous le nom de matiéres grasses, sont indispensables dans un régime
alimentaire équilibré, les acides gras polyinsaturés de la famille des « oméga-3 » et « oméga-6 » sont des
acides gras essentiels pour I’homme et les animaux. lls sont impliqués dans différentes fonctions de
I’organisme et leur carence peut conduire a de séveres anomalies physiologiques (retards de croissance,

troubles cutanés et rénaux, anomalie des fonctions de reproduction...).

L’alimentation est un pourvoyeur suffisant de ces acides gras .Ainsi les « oméga-6 » sont apportés
essentiellement par les huiles végétales (tournesol, huile de pépins de raisin...) et les végétaux terrestres
alors que les produits de la mer et certaines especes végétales terrestres (lin, colza, soja...) apportent les «

oméga-3 ». Pour un bon équilibre, le rapport m6/w3 conseillé est voisin de 5 .



Afin de réaliser ’analyse qualitative et quantitative des acides gras ; la chromatographie en phase
gazeuse apparait comme la méthode la plus appropriée. Cependant, du fait de leur structure, 1’étude des
acides gras sous forme libre par cette technique est impossible. 1l est indispensable de transformer les
différents composés en des dérivés méthylés, afin de les rendre plus volatils. Pour cela, de nombreuses
possibilités existent. Parmi les dérivés les plus employés a I’heure actuelle, on peut citer, les EMAG, les

pyrrolidides, les esters picolinyques®.

La chromatographie en phase gazeuse est une technique trés répandue. Découverte en 1941 par
Martin et Synge, la CPG s’est surtout développée a partir de 1952, sous I’impulsion de James et Martin.
Elle a pris un essor considérable, notamment entre 1960 et 1970, pour devenir 1’'une des méthodes de
séparation les plus utilisées. Son développement qui n’a cessé depuis, est du a son extréme sensibilité, a
sa polyvalence, a la rapidité de mise au point des analyses nouvelles et aux possibilités d’automatisation
qui augmentent plus son intérét. C’est une technique d’analyse qualitative et quantitative. , elle permet de

connaitre les nombres de constituants dans un mélange homogene /.



Chapitre I
Chromatographie en phase

gazeuse



Chapitre | : Chromatographie en phase gazeuse

1.1 Généralités :

La chromatographie en phase gazeuse est une technique de séparation applicable aux composes
gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition, elle permet ainsi 1’analyse de
mélanges assez complexes dont les constituants peuvent différer d’une fagcon considérable par leur nature

et leur volatilité.
v Principe de la chromatographie en phase gazeuse :

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode d'analyse immédiate basée sur le partage
des substances entre deux phases, elle est caractérisée par le fait que la phase mobile est un gaz, appelé
gaz vecteur de ce fait les solutés doivent pouvoir étre entrainés au sein de ce gaz et par une phase

stationnaire qui est contenue dans une colonne.
Il existe deux méthodes de chromatographie en phase gazeuse :

% Lachromatographie gaz-liquide (CGL)

% La chromatographie gaz-solide (CGS) !
1.2 Principe de fonctionnement :

Les appareils de chromatographie en phase gazeuse sont appelés chromatographes. Ils sont
principalement composés: d’un four, d’un bloc d’injection, d’une colonne qui constitue la partie

essentielle et d’un bloc de détection.

La colonne est un tube rempli soit d’un adsorbant solide, soit d’un support poreux inerte imprégné
d’un liquide non volatil et traversé par un courant gazeux. La colonne est précédée par un dispositif
d’injection, permettant d’introduire et de volatiliser I’échantillon dans le circuit gazeux, et suivi d’un
détecteur mesurant généralement une propriété physique du gaz qui le traverse. L’appareil peut étre
complété par un collecteur de fraction ou sont piégés les composés séparés dans la colonne et par un
débitmetre. Des systémes électroniques permettent le control et la régulation des températures des
enceintes contenant I’injecteur, la colonne et le détecteur ainsi que I’amplification et I’enregistrement du
signal fourni par ce denier. Le gaz vecteur est délivré par une bouteille de gaz comprimé apres passage

dans un régulateur de débit ou de pression !,
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Figure 1 : Schéma d’un chromatographe en phase gazeuse 7

1.3 Principaux modules d’un chromatographe :
1.3.1 Colonnes :

Il existe deux types de colonnes qui n’offrent pas les mémes performances : colonnes capillaires et
colonnes remplies. Elles sont en acier inoxydable, en verre, en silice fondu. La température de la colonne
est un parameétre important qui doit &tre controlé a quelques dixiémes de degré prés, c’est pour ¢a, elle
est placé dans une enceinte thermostatique. La température optimale de la colonne dépend du point

d’ébullition de 1’échantillon et du degré de séparation souhaité o,

1.3.1.1 colonnes capillaires :

Appelé aussi « colonne de Golay » ; du nom de leur inventeur ; ces derniéres offrent le moyens de

séparations le plus efficaces ou le plus rapides .

Les colonnes capillaires possédent un diametre de quelques dixiémes de millimetre et une
longueur de quelques dizaines de metres. Elles n’ont pas de remplissage : La phase stationnaire ou
I’adsorbant sont déposés sur leur paroi interne. L’absence de remplissage leur donne une grande
perméabilité, ce qui autorise une grande longueur conduisant a de hautes efficacités, tout en conservant de
faibles pertes de charge. La faible quantité de phase stationnaire présente permet des analyses rapides,

mais n’autorise d’injecter que des quantités infimes d’échantillon 6],

Les colonnes standard sont en quartz fondu (silice tres pure) et entourées d’une gaine de polymére
souple, ce qui leur confére une grande résistance a la torsion. Leurs longueurs se situent entre 10 et 100m

et leurs diamétres sont compris entre 0.10 et 0.70 mm [,



paroi revétue
de phase stationnaire

ou d'un adsorbant

Figure 2 : coupes d’une colonne capillaire [e]

Les colonnes capillaires se différencient entre elles par les caractéristiques de la phase stationnaire
qui tapisse leur paroi interne, soit sous forme de film (wcot), soit sous formes de fines particules poreuses

adhérentes (Scot ou plot) :

e Colonnes Wcot (wallcoated open tubular) : sont de simples capillaires recouverts d’une couche
mince de la phase stationnaire.

e Colonne Scot (support coated open tubular): Le support inerte solide est déposé en couche mince
et est imprégné de phase stationnaire liquide .

e Colonne plot (porous layer open tubular) : la phase stationnaire solide est déposée en couche

mince directement sur la paroi de la colonne %,

Tube métallique ou de verre Tube métallique ou de verre Tube métallique ou de verre

Phase stationnaire liquide Support inerte solide Phase stationnaire solide
imprégné de phase stationnaire liquide

WCOT et FSOT scoT PLOT
(Wall-coated open (Support-coated open (Porous-layer open
tubular column) tubular column) tubular column)

Figure 3 : Colonnes capillaires de chromatographie en phase gazeuse .
1.3.1.2 colonnes remplies :

Elles sont appelés aussi « colonnes classiques » ou « colonnes a remplissage », elles contiennent

un matériau granulé procurant une grande surface de contact avec la phase mobile.

V

support inerte imprégné de

liquide (CGL), ou adsorbant (CGS)

Figure 4 : Coupes d’une colonne remplie [©.
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1.3.2 Gaz vecteur :

Le choix du gaz vecteur est conditionné par I’efficacité de la séparation et la sensibilité¢ du
détecteur. Le gaz vecteur qui est la phase mobile peut étre de I’hélium, de 1’azote, de 1’hydrogene, ou de
I’argon : son choix dépends de facteurs tels que : la disponibilité, la pureté, la consommation et le type de
détecteur utilisé 2. Ce gaz doit étre exempt de traces d’hydrocarbures, de vapeurs d’eau et de dioxygéne
qui se comporte comme des impuretés préjudiciables pour certaines phases stationnaires polaires et qui
réduisent la sensibilité des détecteurs !,

1.3.3 Injecteurs :

L’injecteur est la porte d’entrée de 1’échantillon dans le chromatographe. C'est un dispositif
permettant la vaporisation de I'échantillon (qu'il soit solide, liquide ou gazeux) et sa dispersion au sein du
gaz vecteur. Les caractéristiques des injecteurs, ainsi que les modes d’injection, différent suivant les

types de colonnes auxquels ils sont réunis. La qualité de séparation dépend de cette phase d’analyse [10]

1.3.3.1 Injecteur avec ou sans division :

Ces injecteurs sont utilisés pour les colonnes capillaires a faible débit car les volumes
introduits avec la microseringue sont souvent trop importants pour ce type de colonne et peuvent les
saturer. On utilise des injecteurs pouvant fonctionner suivant deux modes : avec ou sans division encore

appelés split ou splitless.
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Figure 5 : Représentation schématique d’un injecteur pour injection en mode « split/splitless »™2.

1.3.4 Détecteurs :

Il existe un grand choix de détecteurs. Cependant nous nous limiterons de définir le détecteur le

plus couramment utilisés.
1.3.4.1 détecteur usuels :

v’ Détecteur a ionisation de flamme :

Le détecteur a ionisation de flamme est le détecteur le plus utilisée en chromatographie en phase
gazeuse. Il est non spécifique, décelent toute substance organique mais insensible a la plupart des
substances minérales. Ce détecteur possede une autre caractéristique ce qu’il est destructif des
substances, mais sa bonne sensibilité permet de ne pas faire passer dans la flamme qu’une fraction de la

(351 | gs

phase mobile sortant de la colonne, les substances pouvant étre piégées dans 1’autre fraction
effluents de la colonne chromatographique pénétrent dans une flamme dont le combustible (hydrogéne)
est prémélangé au gaz vecteur et dont le comburant (air) arrive extérieurement et alimente la combustion
par diffusion. Les composes organiques €lués de la colonne forment des ions qui sont collectés au moyen
de deux électrodes .Le courant, trés faible, qui en résulte est transformé par 1’électrométre en une tension

qui est enregistrée [,
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Figure 6 : schéma d’un détecteur & ionisation de flamme [,

v Mécanisme de formation des ions dans la flamme :

Le mécanisme se déroule en deux étapes :

Dans un premier stade, les composés organiques sont craqués dans une zone chauffée centrale en
formant des radicaux .Cette réaction s’effectue a I’abri de 1’oxygéne. Les ions se forment dans un
deuxieme temps, par ionisation chimique avec de I’oxygene, a I’interface de la zone centrale et d’une

zone extérieure riche en oxygeéne.
CH'+0O - CHO" +e".
Les ions réagissent rapidement dans une atmosphere de vapeur d’eau :

CHO" +H,0 - H;0 " +CO [,

combustion

-

zone réductrice

\ zone de réaction

) %

Figure 7 : Processus de combustion .
1.3.4.2 Détecteur spectrale :
v Spectrométre de masse :

La chromatographie en phase gazeuse est souvent couplée a des techniques sélectives de
spectroscopies, ces couplages fournissent au chimiste de puissants outils permettant d’identifier les

composants de mélange complexes ™.



v' Eléments constitutifs d’un spectrométre de masse :

Les spectrométres de masse sont tous constitués s’au moins cing €éléments :

Un systéme d’introduction, une source, un analyseur, un détecteur et un systéme d’acquisition et
de traitement des données. Voici la représentation schématique d’un spectrométre de masse a analyseur

quadripolaire [**,

W
] )

\ il
Slgl,rsteme 4 ) |— — de traitement
d'introduction | | u lJ 0 ) des données

i | |

Source Analyseur Détecteur

Figure 8 : Représentation schématique d’un spectrométre de masse a analyseur quadripolaire 3]

v" Couplage GC-MS :

Ligne Pompe
de transfert N primaire
Pompe

turbomolé&culaire

Injecteur —-<E

Analyseur
Four |

Chromatographe Spectrométre
de masse

Figure 9 : Représentation schématique d’un appareil de couplage GC-MS [13]

Lorsqu’une molécule est introduite dans le spectrometre de masse, elle va étre dans un premier
temps vaporisée, puis dans un second temps, elle se trouve bombardée par un faisceau d’électrons
produits par un filament incandescent et accélérés grace a une différence de potentiel (= c’est

I’1ionisation).

Au cours de cette étape, les molécules se brisent en fragments parmi lesquels on trouve des ions
positifs qui serviront a former le spectre de masse caractéristique de la molécule. Ces derniers sont ensuite
transmis dans la partie analyseur du spectrometre de masse, qui va les séparer en fonction de leur rapport
masse/charge par 1’application et le balayage d’un champ magnétique et/ou électrique. Le tout est enfin
dirigé vers le détecteur qui est constitué¢ d’un collecteur d’ions, et d’un ensemble €lectronique de mesure

et d’amplification des signaux associés aux ions de différentes masses.



Au final, le systeme informatique assure le traitement des données et on obtient pour chacun des
composés un spectre de masse qui est constitué des abondances de ces ions (en ordonnée), en fonction de
leur rapport masse/charge (en abscisse). Au cours de I’ensemble de 1’analyse, un syst¢tme de pompage
maintient un vide poussé de 104 10°® Torr, dans les parties de la source d’ionisation, de I’analyseur et du
détecteur. L’existence de ce vide est trés importante, car les ions produits par la source doivent étre
extraits, puis parcourir I’analyseur et étre collectés sans subir de collisions avec des molécules résiduelles.
Cela aurait pour conséquence de les dévier de leur trajectoire, ou de changer leur masse moléculaire.

C’est pourquoi, il est capital de contrdle la pression dans la chambre d’ionisation du spectromeétre 5]

1.4 Four :

Le four a I’intérieur duquel se trouve la colonne.
1.4.1 Choix de la colonne 4 ;

La colonne constitue véritablement le cceur du chromatographe car c’est d’elle que dépend le

sucées de 1’analyse.
Le chromatographiste peut se trouver dans deux types de situations différentes :

e Ou il doit analyser un mélange totalement inconnu.
e Oui il recoit un produit sur lequel il a déja des renseignements .
Afin de choisir convenablement la colonne adéquate ; certains paramétres doivent étre pris en
compte : le temps d’analyse, la rétention et la résolution. Ces trois paramétres sont influencés par divers

facteurs ou variables.

L’équation de résolution suivante réunis ces trois différents parameétres :

R /N
Slrend e

- Longueur - Diameétre interne - Nature de la phase stationnaire
-+ Diametre interne « Epaisseur du film « Température
« Nature du gaz vecteur - Température \

et du débit \

L = Longueur
H = HETP = Ha

on & la ligne de base (R=1.5) (1)
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Cette équation se compose de trois sections : la premiére section représente 1’efficacité et qui dépend de :
la longueur, le diametre interne et de Nature du gaz vecteur et du débit, la deuxiéme section représente la
rétention et qui dépend du : diamétres interne, 1’épaisseur du film et la température troisiéme section
définit la résolution qui dépend de : la nature de la phase stationnaire et de la température.

Le choix le plus important est le choix de la phase stationnaire car il permet d’aboutir a une bonne
séparation .le facteur a a un impact déterminant sur la séparation, ce dernier dépend essentiellement de la
polarité et la sélectivité de la phase stationnaire.Pour choisir une colonne, il faut tenir compte a la fois de
la polarité de la phase stationnaire et de celle des composés a analyser.Si les polarités sont comparables
alors les forces d’attraction sont fortes et la rétention est plus grande. Une plus grande rétention conduit
souvent a une meilleure résolution.

La seélectivité est directement liée a la composition de la phase stationnaire et a son mode
d’interaction avec les composés-cibles par le biais de forces intermoléculaires. La capacité de la colonne
pour un compose donné dépend également de la polarité et de la sélectivité de la phase stationnaire. Plus
grande est la solubilité de ce composé dans la phase, plus grande est la capacité de la colonne vis-a-vis de
celui-ci.

Le facteur de rétention (k) pour une colonne donnée, est fonction du temps qu’un analyte passe
dans la phase stationnaire par rapport au temps qu’il passe dans le gaz vecteur. Ce dernier est
essentiellement influencé par le diamétre interne de la colonne, 1’épaisseur du film de phase et la
température. Plus le film est épais et le diametre interne petit, plus la rétention est grande et lorsque la
température augmente, la valeur de k diminue. Pour choisir le diamétre interne de la colonne, le type
d’injection, le détecteur utilisé et la concentration de 1’échantillon (quantité injectée) doivent étre pris en
compte. La technique d’injection est un critere important. Le second critere est le debit de colonne
maximal permettant un fonctionnement optimal du détecteur.

L’efficacit¢ (N) de la colonne est ¢gale a la longueur de la colonne divisée par la hauteur
équivalente a un plateau théorique (HEPT). Le nombre de plateaux théoriques effectifs est influencé par
la qualité du film de phase recouvrant les parois de la colonne.il suffit de dire que plus la colonne est
efficace (N), plus le pouvoir de résolution de la colonne est grand et plus la colonne est longue, plus son

pouvoir de résolution est grand mais cela rallonge également le temps d’analyse 81,

v" Reégles empiriques pour le choix de colonne :
Qui se ressemble s’assemble : Cette régle générale reste valable pour les colonnes capillaires mais
la résolution entant trés élevée, le choix de la phase correcte reste moins crucial : la plupart des substances
non polaires peuvent étre séparées sur une phase non polaire ; et beaucoup de substances polaires peuvent

étre séparées sur une phase polaire.
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v Colonne longue, élution lente, mais haute résolution.

v’ Petit diametre, grande efficacité.

v Epaisseur du film 12,

1.4.2 Choix de la phase stationnaire :

v Polarités, propriétés et applications des phases des colonnes capillaires

Tableau 1 : Polarités, propriétés et applications des phases des colonnes capillaires **.

Phases stationnaires Polarités Applications Phase équivalente
Rxi-1ms Diméthyle polysiloxane Apolaire Solvants, produits | (100%méthyle)
JRXi-1HT pétroliers, polysiloxane
Rix-1 pharmaceutiques,
cire
Rxi-5ms, Diphénylediméthylepolysiloxane légerement arbmes,  analyses | (5%-phényle)-méthyle
Rxi-5HT, polaire environnementales, | polysiloxane
Rtx-5, hydrocarbures
Rtx-5MS aromatiques
Rxi-5Sil 1,4bis (diméthylesiloxy)phényléne | légerement ardmes, analyses (5%-phényle)-méthyle
MS diméthyle polysiloxane polaire environnementales, | polysiloxane
pesticides, PCB,
hydrocarbures
aromatiques
Rtx-20 Diphényle diméthylenpolysioxane | Iégérement composés volatils, | (20%-phényle)-méthyle
polaire alcools polysiloxane
Rtx-200 Trifluoropropylméthylepolysiloxan | sélectivité analyses (trifluoropropyle)-méthyle
e unique environnementales, polysiloxane
solvants,
gaz Fréon,
stupéfiants, cétones,
alcools
Rtx-50 Phényle méthyle polysiloxane polarité FAME, glucides (50%-phényle)-méthyle
intermédiaire polysiloxane
Rxi-17 Diphényle diméthyle polysiloxane polarité triglycérides, esters | (50%-phényle)-méthyle
intermédiaire | de phtalate, polysiloxane?
stéroides, phénols
Rxi-17Sil polarité triglycérides, esters | (50%-phényle)-méthyle
MS intermédiaire | de phtalate, polysiloxane
stéroides, phénols
Rix-1701 polarité pesticides, PCB, | (14%-
intermédiaire | alcools, composés | cyanopropylephényle)-
0Xygénés méthyle polysiloxane
Rtx-65, Diphényle diméthyle polysiloxane polarité triglycérides, acides | (65%-phényle)-méthyle
Rtx-65TG intermédiaire résiniques, polysiloxane




acides gras libres

solvants, isomeéres

du xyléne

Rtx-225 Cyanopropylméthylphénylméthyl Polaire FAME, glucides (50%-

Polysiloxane cyanopropyleméthyl)-
Méthylephénylepolysiloxa
ne

Rtx-2330 Biscyanopropylecyanopropylephén tres polaire cis/trans FAME, (95%-cyanopropyle)-
ylepolysiloxane isoméres de phényle polysiloxane
dioxine, acides
résiniques
Stabilwax, | Polyéthyléne glycol Polaire FAME, ardmes,
Rtx-Wax acides, amines,

1.5 Indice de rétention :

solutés. C'est une grandeur calculée par référence avec deux étalons choisis parmi une série homologue

des hydrocarbures saturés. A chaque produit est associé un indice de rétention. Cet indice déduit des

Kovat, en 1958, a proposé I’indice de rétention I comme parametre d’identification des

formules (1) est basé et (2) sur un systéme d'étalonnage par des hydrocarbures linéaires.

Figure 10: Séries homologues des hydrocarbures saturés™®!.
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Les deux indices se calculent de deux maniéres différentes suivant le fonctionnement de la

température du chromatographe.

v En mode isotherme :
On repere les temps de rétention réduits de ces alcanes t'r(n) et t'r(n+1) et celui du produit

consideéré t'r (x). Si un soluté est élué entre les deux alcanes (n) et (n+1), son indice de rétention Ix est

donné par la formule (1) suivante:

_ logt'r (x)- logt'r (n)
Ix =100. (logt’r (n+1)- logt'r (n)) +100.n  (2)

v En mode programmation de température :

La formule (2) est différente et utilise des temps de rétention normaux tr (x)

_ tr (x)—tr (n)
Ix = 100. (T 5-00) 1 100.n 3)

Avec:

n=nombre d’atomes de carbone de la paraffine ¢luée avant le produit éluée x.

t’r (X)= temps de rétention réduit du produit inconnu Xx.

t’r (N)= temps de rétention réduit de la paraffine normale a n atomes de carbone éluée avant le
produit Xx.

t’r (n+1)=temps de rétention réduit de la paraffine normale a n+1 atomes de carbone éluée apres le

produit x €1,
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Chapitre 11
Acides gras



Chapitre Il : Acides gras

I11.1 Définition :

Les acides gras sont des acides carboxylique a longue chaine carbonée. Leurs molécules
comportent deux zones bien différentes : une chaine carbonée qui ressemble beaucoup a celle des
carbures saturés et une extrémité carboxylique : -COOH. La chaine carbonée est hydrophobe, non
mouillable. L’extrémité carboxylique est dissociable en libérant des protons comme tout acide. Elle

occupe peu de place par rapport a la chaine carbonée.

Exemple d’acides gras a 12 atomes de carbone : Acide laurique

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
CH3-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH

Il existe des acides gras saturés et insaturés. Ce type de molécules est présent a 1’état combiné par
I’intermédiaire de la fonction COOH dans tous les lipides ou matiéres grasses. C’est la chaine carbonée
qui confere aux lipides leurs caracteres insoluble dans 1’eau. C’est le fait de les extraire a partir des

oy . . 17
maticres grasses qui leur a valu le nom d’acides gras 7,

Les acides gras ont 4 réles physiologiques majeurs :

v' éléments de structure constitutifs des phospholipides et des glycolipides (constituants importants
des membranes).

v' source d’énergie trés importante.

<\

Ils peuvent étre liés  aux protéines pour en permettre la localisation cellulaire.

v’ Des dérivés des acides gras sont des hormones nécessaires au métabolisme 8.

1.2 Les différents acides gras :

11.2.1 Acides gras saturés :

Les acides gras saturés ne comportent aucune double liaison entre les atomes de carbone. Ils sont
désignés soit par leur nom usuel en rapport avec leur origine (Acide butyrique extrait de beurre, acide

palmitique extrait de la palme), soit par la nomenclature officielle des acides carboxyliques.
Les acides gras saturés correspondent aux formules suivantes :

Formule semi-développée : CH3-(CH2) m-COOH ; Formule brute ou moléculaire : CaH2:02

15



Les principales sources de ces acides proviennent des produits d'origine animale tels que : le beurre, la
viande, le fromage et le lait entier et les produits d’origine végétale tels que : les huiles de palme, de
coco.

Exemples :

- Acide butyrique ou butanoique : CH3-CH2-CH2-COOH, sa formule brute est la suivante: C4HsO:
- Acide stéarique ;: CH3-(CH2)1s-COOH, sa formule brute est la suivante : C1sHz602 .

11.2.2 Acides gras insatureés :

Les acides gras insaturés comportent une ou plusieurs doubles liaisons entre les carbones de leurs
chaines. Ces doubles liaisons sont en général des liaisons cis, ce qui limite 1I’encombrement stérique par

suite du repliement en U. Pour ce qui est des acides gras insaturés, leurs sources dérivent :

» Des huiles végétales fluides (olives, noisettes..) en ce qui concerne les acides mono-
insatures.

» Des huiles végétales de pépins de raisin, de tournesol, de mais...Pour les acides
polyinsatures.

» Des margarines partiellement hydrogénées, produites par hémisynthése, en contiennent,
ainsi que les acides gras trans. Beaucoup d’acides gras polyinsaturés sont dits « essentiels » :

I’organisme ne peut pas les synthétiser, alors qu’ils sont indispensables a la constitution des tissus

organiques et membranes cellulaires .Ils doivent étre apportés par 1’alimentation 91,

11.2.2.1Acides gras mono-insaturés :
Les acides gras mono-insaturés correspondent aux formules générales suivantes :

Formule semi-développée : CH;-(CH:2) n»-CH=CH-(CH:) ,~-COOH
Formule moléculaires est la suivantes : CnH2x-2 02

Exemples des acides gras mono-insatureés :

- Acide oléique: CH3-(CH:) 7-CH=CH-(CH) --COOH, sa formule brute: CisH3402
- Acide palmitoleique : CH3-(CHz) s-CH=CH-(CH:) --COOH, sa formule brute: CisH3002 *°!
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11.2.2.2 Acides gras polyinsaturés :

Pour ce type d’acide, il n’y a pas de formule semi-développée générale, car elle varie selon le

nombre d’instaurations.
Exemples :

- Acide o-linolenique: CH3-CH2-CH=CH2-CH-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)7-COOH, sa

formule brute est la suivante : CisH3002 2%,

Roles fonctionnels des acides gras essentiels :

Tableau 2 : Exemples sur les acides gras essentiels °!.

Acide linoléique Acide a- linolénique

croissance et développement role essentiel dans la biogénese des membranes

. - . systeme nerveux et rétine) role critique au moment
constituants des phospholipides membranaires (5 ) q

du développement

fonction épidermique et des reins
facilite la croissance et le développement (< n-6)

reproduction

11.3 Nomenclatures des acides gras :

Deux principales nomenclatures sont utilisées pour indiquer la position des différentes doubles

liaisons :

1 /Dans la nomenclature «Ay, la position d’une double liaison sur la chaine est notée en précisant
la position du premier atome de carbone porteur de la double liaison. La position 1, étant celle de I’atome

de carbone de la fonction carbonyle.

2/Une autre nomenclature dite «n-x», ou «w», consiste & numeroter les positions a partir du
carbone terminal de la chaine (groupement méthyle).Cette nomenclature ne donne la position que de la

premicre double liaison portée par 1’atome de carbone le plus proche de la position CH; terminale 5]
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1.4 Propriétés physiques et chimiques des acides gras :
11.4.1 Propriétés physique :
» Masse moléculaire, volume et densiteé :

Les masses moléculaires sont relativement faibles car ils contiennent peu d’oxygene. C’est
I’oxygene qui conféré une masse élevée aux masses organiques en raison de sa masse atomique nettement
plus forte que celle du carbone. Par contre ces molécules occupent un volume important. Le volume de
I’atome de carbone n’est pas trés différent de celui de I’atome d’oxygene. Le grand nombre de CH, unis
linéairement occupe un gros volume. Il en résulte que la masse volumique d’acide gras est faible (Rapport
de la masse moléculaire au volume qu’occupe une molécule) .Elle est inférieur a celle de 1’eau, qui est
prise pour unité : la densité est le rapport de la masse volumique d’une substance a celle de ’eau. La
faible densité des acides gras est communiquée aux lipides qui les contiennent : c’est le fait que les

oy . 17
maticres grasses sont plus légeres que 1’eau 7,

> Solubilités dans ’eau et les solvants :

Les acides gras contiennent deux régions différentes ayant un comportement opposé :
Un pdle acide COO  qui est mouillable ¢’est-a-dire il peut s’associer aux molécules d’eau

Une zone qui comporte la chaine de type hydrocarbure et qui est la zone hydrophobe ¢’est-a-dire
elle évite les molécules d’eau. Le comportement de I’ensemble de la molécule dépend du volume occupé
respectivement pas les deux parties. Quand le nombre d’atomes de C est inférieur a 4, le pole mouillable
exerce une influence prédominante, ’ensemble de molécules est soluble de 1’eau .Par contre quand le
nombre d’atomes de C est supérieur a 4, la chaine alcanique occupe plus de place que la partie

mouillable, la solubilité dans I’eau diminue.

Les molécules d’acides gras sont solubles dans des solvants organique tels que : le toluene, le
benzene, 1’éther et le chloroforme. Ce sont des solvants apolaires alors que ’eau est un solvant
polaire .De ce fait, on doit considérer comme Vvéritables acides gras ceux dont la chaine alcanique est
assez longue pour qu’ils soient solubles dans les solvants apolaires et insolubles dans ’eau : la limite se
situe au-dela de 8 atomes de carbone pour les acides gras saturés. Il faut noter que les acides gras
insaturés sont plus solubles dans 1’eau que les acides gras saturés.et que les sels d’acide gras (savon) sont

beaucoup plus solubles 71,
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11.4.2 Propriétés chimiques :
11.4.2.1 Acides gras saturés :

» Neutralisation par les bases :

La fonction acide carboxylique, des acides gras est relativement peu dissociés, d’autant plus que
ces composés ne sont pas solubles dans I’eau. Cependant, on peut arriver a provoquer la neutralisation de
cette fonction par une base comme la potasse KOH, a condition de permettre aux molécules régissantes
de se rencontrer, soit en operent a chaud et en mélangeant fortement, soit en ajoutant de 1’alcool
éthylique .L’alcool est ce qu’on appelle un solvant de miscibilité. Il est a la fois mouillable et associable
aux lipides ou aux solvants des matiéres grasses : il leur permet de se mélanger. Par conséquent, on peut
faire réagir la potasse en solution alcoolique avec les acides gras. Tous les sels d’acides gras sont

appelés : savons. Toute réaction de formation de savon est appelée saponification.
R-COOH +KOH == R-COOK + H,0

Les savons de sodium et potassium sont plus soluble dans 1’eau que les acides gras. Par contre, les

savons de calcium sont trés insolubles .

> Reéaction d’estérification :

La réaction d’estérification nécessite d’ajouter un acide minéral comme catalyseur, et de chauffer

pour fournir de I’énergie :
R-COOH + HO-CH,-R — R-COO-CH-R’ +H,0 1",
11.4.2.2 Acides gras insaturés :

IIs ont les mémes propriétés que les acides gras saturés en ce qui concerne leur fonction
carboxylique .Ils ont en outre des propriétés particuliéres dues a la présence d’une ou plusieurs doubles

liaisons [+,
» Isomérisation Cis-trans de la double liaison :

Les doubles liaisons des acides gras insaturés naturels sont cis. La double liaison s’isomérie en

trans, lentement a température ordinaire, trés vite si on la chauffe 7.
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> Réduction :

La fixation d’hydrogeéne sur la double liaison transforme I’acide gras insaturé en acide gras saturé.
In vitro, le catalyseur est le noir de platine. En utilisant ce procédé¢, 1’industrie transforme les huiles

végétales en margarines (.

» Oxydation :

Les produits formés par oxydation sont différents suivant que 1’acide gras posséde une seule

double liaison ou plusieurs et selon la nature de 1’oxydant 1.

20



Conclusion :

L’analyse des acides gras se fait grace au perfectionnement de techniques anciennes,
parmi les techniques les plus performantes, la chromatographie semble la plus indiquée. Afin de
permettre 1’identification compléte des constituants dans un mélange complexe, le couplage avec la

spectroscopie de masse est approprié.

La chromatographie en phase gazeuse est un outil puissant pour séparer les especes
chimiques, la séparation sur la colonne se faisant sur des composés qui doivent entre a 1’état gazeux,
I’analyse des liquides et solides impose de pouvoir les transformer a 1’état de vapeur par chauffage.
Elle est couramment utilisée pour mettre en évidence la présence ou 1’absence des substances dans
des mélanges qui contiennent un nombre limite d’espéces. L’identification du produit se fera par

comparaison des temps de rétention avec ceux d’un étalon.

La chromatographie en phase gazeuse a révolutionné 1’analyse des acides gras .1l est
maintenant possible d’obtenir une analyse quantitative compléte des acides gras d’un échantillon en
un temps tres court, ces derniers étant identifié individuellement par leurs temps de rétention sur
une colonne donnée, dans des conditions données d’une fagcon quasi-certaine. Cependant, I’analyse
des acides gras sous forme libre par cette technique est impossible. 1l est indispensable de
transformer les différents composés en des esters afin de les rendre plus volatils, parmi les dérivés

les plus employés, on peut citer les esters méthyliques d’acides gras.

En conclusion, avant de procéder a ’analyse, on doit d’abord préparer 1’échantillon
qui se fait en deux étapes. La premiére étape débute par une extraction en utilisant une méthode
usuelle qui est le soxhlet et la deuxiéme étape consiste en la reconversion des acides gras en des
esters méthyliques d’acides gras. Apres il s’agit de trouver le mode opératoire convenable pour

procéder a I’analyse en CPG et en GC-MS .
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Chapitre 111 : Partie expérimentale

111.1 INTRODUCTION :

\

L’¢lucidation structurale a partir des spectres obtenus en ionisation a impact
d’¢lectrons est souvent difficile car un spectre de masse contient trop d’informations structurales

pour permettre la détermination de la structure d’un composé dont on ne sait rien.

Pour ces raisons, la majorité des utilisateurs de GC-MS utilisent des bases de données
commerciales ou personnelles pour identifier les composés élués par chromatographie en phase

gazeuse.

Une base de données est généralement constituée d’une bibliothéque de spectres de
masses et d’un algorithme qui proceéde a la comparaison des spectres de masse a celui du composé
qu’on cherche a identifier avec ceux contenu dans la bibliothéque. Généralement lorsqu’on fait
cette recherche avec une base de données commerciale, elle nous propose un certain nombre de
spectres de références par comparaison a notre spectre cible avec un taux compris entre 80 a 100%
de ressemblance (matching). Cette base nous propose 20 spectres a un taux de ressemblance
(supérieur ou égale a 80% du spectre du composé inconnu) (31 Les inconvénients de la
bibliotheque commerciale ont été enregistrés de toutes origines, certaines bases de donnée
affichent plus de composés que de spectres de masses.

A T’issue d’une recherche dans la base de données, on aura deux options, la solution
proposée est considérée comme plausible ou bien elle ne I’est pas. Dans ce dernier cas il convient

d’avoir :

1. Soit des étalons a injecté pour confirmer le résultat.
2. Soit de procéder a I’interprétation des spectres de masses sur des critéres chimiques.
A cet effet nous avons établi notre propre base de données concernant notre axe de
recherche sur les principaux esters méthyliques d’acides gras. Cette base nous servira a identifier
quelques composés majoritaires se trouvant dans un mélange d’extrait d’huile de pépins de melon

et d’huile de grains de figue de barbarie.

La démarche suivie dans I’expérimentation pour obtenir les spectres de masses de

qualité, nous a permis de tracer un plan de travail :

- En premier lieu de comprendre le fonctionnement de la GC / FID ensuite le principe de
fonctionnement de la GC-MS pour I’analyse des acides gras.
- En deuxieme lieu schématiser un Protocole de préparation de 1’échantillon a analyser.
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- Endernier, le choix des conditions opératoires en chromatographie en phase gazeuse.
Ce dernier point a eté élaboré sur la base de séparation par GC/FID des acides gras de

I’extrait d’huile de pépin de melon obtenus par la méthode d’extraction de soxhlet (HMS).
Remarque : Les acides gras sont injectés en CPG sous forme d’esters.

Traditionnellement les conditions opératoires de 1’analyse en GC connus a partir de la
bibliographie sont utilisées selon le type de colonne choisie. Le choix de nos conditions d’analyse

en chromatographie en phase gazeuse est dicté par les colonnes :
1. Colonne capillaire TR-CN100 en GC /FID.

2. Colonne capillaire Elite-5 en GC-MS.

cI:N
- ; CH,
. ? 1[5
—S5 =0 —| | —S1—0—
—O0—1—Si—O1— (l) l
CH,
(#Hz)a 5% 5%
» L |
1) (2)

Figure 11: colonnes capillaires utilisées en GC/FID et GC/MS
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111 .2 Méthodes d’extractions :

Comme les composés injectés dans un chromatographe doivent étre volatils dans les
conditions expérimentales choisies, il est impossible de les injectés directement dans I’appareil car

il faut d’abord les extraire de leurs états naturels. On distingue deux types d’extractions :

111.2.1 Extraction utilisant le montage soxhlet :

1. Extraction des acides gras :

L’extraction des acides gras par I'utilisation d’un soxhlet est 'une des méthodes les

plus anciennes, mais aujourd’hui encore c’est I'une des plus usuelles.

Le fonctionnement de cet appareil est le suivant :

Le corps de I’extracteur, contenant une cartouche remplie de I’échantillon a analyser, est fixé a la
partie supérieure et est surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé, et
traverse le lit de solide par percolation pour donner une solution qui est soutirée périodiquement
par I’amorgage d’un siphon. La solution du ballon s’enrichit petit a petit en soluté et le solide est

toujours mis en contact avec du solvant fraichement distillé .

L .

w

refrigarant \
ean de

refroldissement

4
Fo

M tube de
1 | distillation
corps de | |
I"extractenr |
| +— giphon
cartouche |

\ jx'J ‘IR
4—1.’ 4

-.-/.—'—-.—

hallom

LI, A solvant
k‘».n..f}'/ I dextraction
o chaufle
- ballon

Figure 12 : Le soxhlet 2.
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2. Transformation en esters méthyliques :

Avant analyse, les acides gras doivent étre convertis en esters méthyliques par
saponification puis par estérification. En effet, les lipides sont tout d’abord saponifiés par I’action
d’une solution d’hydroxyde de potassium dans du méthanol, puis estérifiés par une solution de

BF, en exces de méthanol 22

o,

KOH MeOH

O
O)J\
O
O\<
(@] R2
L__ R3

o}

O,

-

Triglécéride Savons d'acides gras + glycérol

BF;, MeOH

o]

)J\ /CH3

R! 0
o}

)k Pk

R2 0
0

)k /CHS

R3 0
EMA.G

Réaction de saponification et méthylation des triglycérides ?%
111.2.2 Extraction utilisant le montage au CO, supercritique :

Schéma d’un procédé d’extraction :

Un procédé typique d’extraction comporte les étapes suivantes :
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» La matiére premiére est introduite dans 1’extracteur.

> Le CO, est pompé et porté aux pression et températures désirées.

> Le CO, supercritique circule a travers la matiére premiere et solubilise les molécules
recherchées.

> La pression est ensuite diminuée par paliers, dans les séparateurs. Le pouvoir solvant
baisse, et les molécules dissoutes précipitent (plusieurs séparateurs sont en général
montés en série afin de permettre un fractionnement plus efficace).

» Le CO, est recyclé.

> Les extraits sont déchargé(s).

5
& & b
4
7
Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3
3 @
2

1. Réservoir de CO, liquide 5. CO, super critique + molécules naturelles
2. Pompe 6. Séparateurs
3. CO, supercritique 7. CO, recyclé (gazeux puis liquide)

4. Extracteur
Figure 13 : Schéma d’un Procédé d’extraction CO, critique %2,

Quelques avantages de I’extraction CO; supercritique :

-Le CO; présente des propriétés qui en font un solvant de choix pour I’extraction des

molécules naturelles.

- C’est un gaz naturel, inodore, largement utilis¢é dans I’industrie alimentaire (boissons

gazeuses).

- Sa faible température critique permet d’extraire a basse température, minimisant les risques

de dégradation thermique %2,
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I11.3 Préparation de I’échantillon :

Matériel de laboratoire utilisé :

Balance analytique 10 g

Fiole jaugée : V=10mL (zx 0.025)

Bécher de 50ml

Spatule.

Pipette de 2 ml

Poire aspirante.

Pipette de pasteur

Micropipette (EASY 40") 100ul a volume variable avec une précision de 0.1 pl

YV V.V V V V V VYV V

Flacons & bouchon a vis de 2 mL

Préparation des étalons :

Les étalons a I’état solides sont : Palmitate de méthyle, arachidate de méthyle, lignocerate de

méthyle, stéarate de méthyle, heneicsanoate de méthyle, heptadecanoate de méthyle.

On effectue la pesée a 1’aide d’une balance analytique. On procéde & la dissolution du solide avec
un solvant approprié qui est le dichlorométhane. Une fois le solide dissous, on verse le contenu du
bécher dans la fiole jaugée. On compléte ensuite la fiole au trait de jauge. L’homogénéisation de la
solution se fait par agitation de la fiole contenant la solution étalons.

Les étalons a I’état liquide sont : Butyrate de méthyle, hexanoate de meéthyle, heptanoate de
méthyle,octanoate de méthyle, nonanoate de méthyle, decanoate de méthyle, tridecanoate de
méthyle , pentadecanoate de méthyle, oleate de méthyle, linoleate de méthyle, Cis-4,7,10,13,16,19

docosahexanoate de méthyle, HMS, mélanges des 37 esters méthyliques d’acides gras.

A T’aide d’une micropipette, on préleve un volume précis (entre 50 et 100 ul) et on le
met dans un flacon prédestiné a 1’analyse qualitative en CPG, qu’on dilue avec un volume connu
du dichlorométhane destiné spécialement pour la CPG. La concentration des étalons a été calculée

en mg/ml.

Pour les étalons liquides, on doit tenir compte de leurs densités.
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m
Le tableau ci-dessous represente toutes les concentrations des solutions étalons injectées :

Tableau 3 : Concentrations des étalons

N° Etalons. Concentration
(mg/ml)

1 | Butyrate de méthyle 25,71
2 | Hexanoate de méthyle 88,11
3 | Heptanoate de méthyle 87,12
4 | Octanoate de méthyle 8,71

5 | Nonanoate de méthyle 48,33
6 | Decanoate de méthyle 25,71
7 | Laurate de méthyle 51,17
8 | Tridecanoate de méthyle 24,57
9 | Palmitate de méthyle 2,41
10 | Pentadecanoate de méthyle 24,57
11 | Heptadecanoate de méthyle 5,50
12 | Oleate de méthyle 25,14
13 | Linoleate de méthyle 25,14
14 | Stearate de méthyle 2,90
15 | Arachidate de méthyle 2,38
16 | Heneicosanoate de méthyle 6,23
17 | Lignocérate de méthyle 1.5
18 | Cis-4, 7, 10, 13,16, 19 docosahexanoate de méthyle 26,28

L’analyse des esters méthyliques d’acides gras consiste a identifier un ou plusieurs
composés du mélange inconnu injecté. Pour ce faire, il faut posséder des étalons des composés

soupgonnés dans le mélange.

Pour un ensemble de paramétres donné (débit de gaz vecteur, température du four....)
chaque composé est caractérisé par son temps de rétention. L’analyse qualitative nous aidera a
identifier un pic sur le chromatogramme, par comparaison de temps de rétention des étalons dans
les mémes conditions opératoires que le mélange inconnu. Si le temps de rétention du standard
correspond au temps de rétention du pic choisi du mélange, on conclut que c’est le méme

Composeé.
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Dans la partie expérimentale, on a injecté les étalons existant au laboratoire COSNA
dont la liste est ci-dessus (tableau 3), ainsi que I’extrait HMS et le mélange des 37 esters

méthyliques d’acides gras.

Ces derniers sont injectés a 1’aide d’une microseringue de 2uL dont le volume

d’injection varie entre 0,5 et 2 pL.

Figure 14 : Image représentant la microseringue d’injection en GC/FID et GC/MS.

111.4 Conditions opératoires en GC/FID et GC/MS :

L’analyse qualitative de I’extrait d’huile de pépins de melon a été faite en
chromatographie phase gazeuse en détection a ionisation de flamme (GC/FID), et en

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS).

L’analyse GC/FID nous a servi a dépister les conditions opératoires pour la résolution

en analyse GC/MS. En perspective 1’analyse quantitative sera étudiée.

> Conditions opératoires de la GC/FID, type GC-17A de marque SHIMADZU assisté
par un PC :
Gaz vecteur : N, (Azote) a 5N

Type de colonne : colonne capillaire type TR-CN100
Structure de la colonne utilisée : Poly (bicyanopropyl) siloxane

?N
(?Hz)a

(‘lgHz)a
CN

Température maximum de la colonne : 220°c
Température de I’injecteur : 250°C

Température du détecteur : 280°c
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Longueur : 30m

Diamétre intérieur : 0,25 mm

Epaisseur du film : 0,20pm

Vitesse du gaz vecteur : 34cm/sec

Débit total du gaz vecteur : 25mL/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 : 20mL/min

Débit de la purge : 3mL/min

Fuite du septum : 2mL/min

Pression : 600 kPa

La programmation de la température est faite comme suit :

210°c

10min

4°c/min

40°c
4min

Temps totale de 1’analyse : 60 min

> Conditions opératoires de la GC/SM de marque Perkin Elmer type auto systeme XL
couplée au spectromeétre de masse (Turbomasse) assisté par un ordinateur
Conditions opératoires CPG :

Gaz vecteur : Hélium
Type de colonne : Colonne capillaire Elit-5
Structure de la colonne utilisée : (5% Dipehenyl) Dimethyl polysiloxane

? CH,
I
—5 —0—| [—8—0o—
| I
9] CH,
1™ o5

Longueur : 30m
Diamétre intérieur : 0,25mm
Epaisseur du film : 0,25 pm
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Température de I’injecteur : 250°c
Split total : 5SmL/min

Vitesse de chauffe : 4°c/min
Débit du gaz vecteur : ImL/min

La programmation de la température est faite comme suit :
210°c
15min
4°c/min

40°c
4,1min
Conditions opératoires SM :
Ligne de transfert : 270°c
Température de la source : 255°c
Purge du solvant (Arrét d’analyse du solvant) : 4,1min
Multiplicateur : 310 v
Courant du filament : 0,08 A
L’intervalle de balayage : [45-450] uma
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Chapitre IV

Resultats et discusions



Chapitre IV : Résultats et discussion

> Identification des principaux

composés majoritaires d’acides Qras se

trouvant dans ’extrait d’huile de pépins de melon (HMS):

Les extraits de I’huile de pépins de melon ont été obtenus dans le cadre des travaux en

cours de préparation d’une thése de doctorat en substance naturelle au niveau du laboratoire de

chimie organique, substances naturelles et analyses (COSNA).

Les conditions opératoires citées ci-dessus, ont été obtenues aprés une recherche

experimentales durant laquelle on a fait des changements du parametre gradient de température, et

cela pour I’amélioration de la résolution chromatographique des composés d’acides gras estérifiés

de I’extrait d’huile de pépins de melon (HMS).

Le chromatogramme obtenu par GC/MS est relativement complexe compte tenu de la

quantité d’acides gras présents dans 1’échantillon HMS. En effet, I’échantillon analysé posséde

quatre acides gras majoritaires dans le mélange. L’identification de ces acides gras majoritaire

présents dans HMS, a été effectuée par comparaison des temps de rétentions des étalons injectés a
ceux de I’échantillon HMS (Voire figure 12).
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: Chromatogrammes des étalons et de I’échantillon HMS obtenues par GC/MS
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Les pics identifiés dans 1’extrait de I’huile pépins de melon sont :

» Palmitate de méthyle qui représente 1’acide palmitique avec un temps de rétention de
Tr=43,78 min.

» Linoléate de méthyle qui représente 1’acide linoléique avec un temps de rétention de
Tr=47,96 min.

» Oléate de méthyle qui représente I’acide oléique avec un temps de rétention de
Tr=48,07 min.

> Stéarate de méthyle qui représente 1’acide stéarique avec un temps de rétention de Tr=
48,85 min.

Ce résultat d’identification a été confirmé par les spectres de masses de la base de
données personnelle. Cette base de données a été congue par les injections en GC/MS des étalons

existant au laboratoire COSNA, dont le résultat des temps de rétention se trouve dans le tableau 4.

» Chromatogrammes et spectres de masses obtenus lors de ’analyse

GC/MS :
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Figure 16 : Chromatogrammes des étalons (nonaoate de méthyle, octanoate de méthyle,
heptanoate de méthyle, hexanoate de méthyle).
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Figure 17 : Chromatogrammes des étalons (decanoate de méthyle, laurate de méthyle,

tridecanoate de meéthyle, palmitate de méthyle).
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Figure 18 : Chromatogrammes des étalons (linoléate de méthyle, oléate de methyle,

heptadecanoate de méthyle, pentadecanoate de méthyle).
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Figure 19 : Chromatogrammes des étalons (arachidate de méthyle, stéarate de méthyle,

tétradecanoate de méthyle).
Ci-dessous se trouve le temps de rétention de chaque étalon.

Tableau 4 : Temps de rétention des étalons injectés en GC/MS

N° Etalons Tr
(min)
1 | Hexanoate de méthyle 11,12
2 | Heptanoate de méthyle 15,25
3 | Octanoate de méthyle 19,42
4 | Nonanoate de méthyle 23,27
5 | Decanoate de méthyle 26,64
6 | Tridecanoatede méthyle 36,17
7 | Laurate de méthyle 36,59
8 | Tetradecanoate de méthyle 39,16
9 | Pentadecanoate de méthyle 41,75
10 | Palmitate de méthyle 43,78
11 | Heptadecanoate de méthyle 46,38
12 | Linoleate de méthyle 48,35
13 | Oleate de méthyle 48,45
14 | Stearate de méthyle 49,02
15 | Arachidate de méthyle 57,24
16 | Heneicosanoate de méthyle /
17 | Lignocerate de méthyle /
18 | Cis- 4, 7, 10, 13, 16,19 docosahexanoate de méthyle /
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Figure 20 : Spetres de masses ; spectre 1 :Arachidate de méthyle ; Spectre 2 :Decanoate de

Spectre 3

méthyle ; Spectre 3 :Heneicosanoate de méthyle
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Figure 21 : Spectres de masses ;spectre 4 :Heptadecanoate de méthyle ; spectre 5 :Hexanoate

de méthyle ; spectre 6 :Laurate de méthyle
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Figure 22:Spectres de masses ;spectre 7 :Linoleate de méthyle ; spectre 8 :Tetradecanoate
de methyle ; spectre 9 : Nonanoate de methyle
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Figure 23 :Spectres de masses ; spectre 10 :Octanoate de méthyle ; spectre 11 :Oleate de
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méthyle ; spectre 12 :Palmitate de méthyle
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Figure 24 : Spectres de masse ;spectre 13 :Stearate de méthyle ; spectre 14 :Tridecanoate

de méthyle ; specttre 15 :Hepranoate de méthyle
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Spectre 16

Figure 25 : Spectre de masse 16 :Pentadecanoate de méthyle

D’aprés les spectres de masses obtenus, on constate que le pic de base des esters méthyliques

saturés, est présent par un réarrangement de Mac Lafferty : lon m/z = 74 uma

( \
Ho
N .
+O . \CH—R OH
| HC—R
— "
Kt N n
H,CO g H3CO ek CH,
+.
OH
HaCO CH,

\. J

Réaction de Mc Lafferty

Pour ¢lucider I’interprétation des spectres de masses, nous avons interpréter trois

composés comme exemple a savoir :
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1. L’heptanoate de méthyle et 1’octanoate de méthyle pour les acides gras saturés

2. L’oléate de méthyle pour les acides gras insaturés.

Exemple 1 : Heptanoate de méthyle

e Le pic de base est m/z= 74, c’est le produit d’un réarrangement de Mac Lafferty

e L[’ion m/z=87, correspond a une coupure 6 du C=0.

e L’ion m/z= 113 correspond a P-31 (perte de OCH5)

e L’ion m/z=115, plus faible, correspond a P-29 (perte de CH,-CHs)

Ci-dessous se trouve les molécules correspondant aux fragments observés.
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Exemple 2 : Octanoate de méthyle
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Exemple 3 : Oléate de méthyle

e [’ion m/z=55 représente le pic de base.

e L’ion moléculaire est visible,il correspond a m/z=297

e L’ion m/z=264, correspond a P-32 (perte du goupe méthanol)
e [L’ion m/z=222, correspond a P-74
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Figure 26: Chromatogramme des 37 esters méthyliques d’acides gras aux conditions

opératoires citées dans la partie expérimentale
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» Temps de rétention des chromatogrammes obtenus lors de ’analyse

GC/FID:

Tableau 5 : Temps de rétention des étalons injectés en GC/FID

N° Etalons Tr (Min) Masse moléculaire
(g/mol)
1 Butyrate de méthyle 03,58 102,137
2 Hexanoate de méthyle 08,12 130,184
3 Heptanoate de méthyle 13, 33 144,211
4 Octanoate de méthyle 14,09 158,238
5 Nonanoate de méthyle 17,01 172,365
6 Decanoate de méthyle 19, 61 186,291
7 Laurate de méthyle 24, 47 214,344
8 Tridecanoate de méthyle 26, 76 228,371
9 Palmitate de méthyle 28, 09 270,451
10 Tetradecanoate de méthyle 29.23 242.398
11 Pentadecanoate de méthyle 30, 91 256,424
12 Heptadecanoate de méthyle 35, 45 284,477
13 Oleate de méthyle 37, 86 296,488
14 Linoleate de méthyle 38, 46 294,452
15 Stearate de méthyle 38, 72 298,503
16 Arachidate de méthyle 42,33 326,557
17 Heneicosanoate de méthyle 45, 29 340,583
18 Cis-4,7,10, 13, 16,19 / 342 514
docosahexanoate de
méthyle
19 Lignocerate de méthyle / 382 ,66
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Conclusion générale

Il existe deux types de bibliotheques de spectres: la bibliotheque de spectre
commerciale et la bibliothéque de spectre personnelle. Les bibliotheques commerciales sont
vendues par des entreprises ou des constructeurs et bien d’autres. Il s’agit de bibliothéques qui
répertorient des spectres de masses enregistrées en ionisation EI (70ev). Ces bibliotheques
commerciales offrent des avantages et des inconvénients. L’avantage primordial, est de pouvoir
stocker plusieurs dizaines de milliers de spectres de masses dans le domaine environnemental :

toxicité, agroalimentaire, médicaments..... 3]

Les inconvénients sont :

1. D’avoir plus de composés que de spectres (c'est-a-dire certains composés ont été enregistré
plusieurs fois).

2. De ne pas nous permettre de différencier les énantiomeres.

3. Et d’avoir tous les spectres compilés non enregistrés dans les conditions standard.

C’est pour cela, qu’il faut considérer prudemment les spectres de masses proposés a
I’issue des recherches.

Comme il existe dans le laboratoire COSNA un theme de recherche de substances
naturelles pour I’identification des acides gras contenu dans I’huile de pépins de melon et ’huile
de grains de figue de barbarie , nous avons décidé d’édifier une bibliothéque personnelle dédiée
aux molécules d’acides gras d’intérét pour ce théme de recherche, qui nous permettra d’enregistrer
les spectres de masses des molécules a caractériser. La disposition des composes étalons (18
étalons) au niveau de laboratoire COSNA nous a encouragés a élaborer cette basse de données.
L’avantage d’une telle base repose sur le fait d’identifier les composés dans des conditions
opératoires tracés dans ce cadre.

Nous avons suivi un protocole pour la préparation des étalons qu’on a analysé par la
suite en GC/FID et GC/MS afin d’établir notre propre base de données. Cette base de données
nous servira a comparer les spectres de masse ainsi que les chromatogrammes des étalons avec
ceux du mélange inconnu des acides gras méthylés, ce qui nous permettra 1’identification des
composés majoritaire des extraits d’huile. Les conditions opératoires choisies nous ont permis de

faire la separation des melanges et des étalons avec une bonne résolution.

L’analyse GC/FID nous a servi aux dépistages des conditions opératoires pour la

résolution des échantillons (mélanges).
Cependant, il nous reste encore des points a éclaircir :
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Le mode opératoire utilis€ ne nous a pas permis d’obtenir les pics
chromatographiques d’étalons dont le temps de rétention dépasse le temps d’analyse, et pour cela,
I’étude doit se diriger sur le paramétre de programmation de températures qui va nous faire

augmenter le temps d’analyse .

Le second point sera consacré a 1’analyse quantitative des composés identifiés. Ce que

nous essaierons de faire par la suite lors de nos prochains travaux.
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Voici ci-apres

laboratoire COSNA obtenus par analyse chromatographique en phase gazeuse/FID :

les chromatogrammes des différents étalons disponibles au niveau du
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Résumé :

Les acides gras se trouvent dans les huiles qui sont composées d'un mélange des 3 groupes d'acides gras. Afin de
procéder a I’analyse GC/FID et GC/MS, ces derniers doivent étre transformés en esters méthylique.

Notre travail consiste a établir notre propre base de données, c’est pour cela, nous avons suivi un protocole pour
la préparation des étalons qu’on a analysé par la suite en GC/FID et GC/MS. Cette base de données nous
servira a comparer les spectres de masse ainsi que les chromatogrammes des étalons avec ceux du mélange
inconnu des acides gras méthylés, ce qui nous permettra 1’identification des composés majoritaire des extraits

d’huile. Les étalons ainsi que le mélange ont été injectés dans les mémes conditions opératoires.

Mots clés : GC/FID ; GC/MS ; acides gras ; étalons.

Abstract :

The fattyacids are found in oilsthat are composed of a mixture of the 3 groups of fattyacids. In order to proceed
to the analysis GC/FID and GC/MS, these must beconvertedintomethyl esters. Our job is to
establishourowndatabase, whichiswhywefollowed a protocol for the preparation of standards weanalyzedlater in
GC/FID and GC/MS. This databasewill serve to compare mass spectra and chromatograms of the standards
withthose of the unknown mixture of methylatedfattyacids, whichwillenable us to identify compounds majority
of oilextracts. The standards and the mixture wasinjectedunder the same operating conditions.

Keyword : GC/FID ; GC/MS ; fattyacids, standards
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