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Séparation d’acides gras 3 trés longue chaine extraits d’une tourbe par chro-
matographie par perméation de gel
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(Recu ie 10 janvier 1980)

Au cours de précédents travaux!-3, nous avions porté notre attention sur les
composés obtenus par extraction & PPéther éthylique d’une tourbe provenant d’Alle-
magne du Nord. Cet extrait éthéré a éié séparé par saponification en une fraction
acide (77%) et une fraction insaponifiable (23%). L’étude par spectroscopie infra-
rouge et résonance magnétique nucléaire (RMN) montre qu’il s’agit de composés
a longue chaine. Par chromatographie en phase gazeuse couplée 3 la spectroscopie
de masse, nous avoas identifié, dans Ia fraction acide, des acides gras linéaires de
Cs 4 C;, et des acides gras w-hydroxyiés de C;s & C,5. Ces composés représentent
au total environ 335 % de Ia fraction acide (estimation effectuée par chromatographic
en phase gazeuse). D’autre part, nous avons séparé par chromatographie d’adsorption
sur gel de silice plusieurs fractions dont les masses molaires moyennes en nombre,
déterminées par tonométrie, s’échelonnent de 400 a 1300°. Afin d’avoir une idée plus
exacte de la répartition des masses molaires, nous avons entrepris une €tude par
chromatographie par perméation de gel (CPQG), technique également utilisable pour
la séparation par taille de petites molécules (mol.wt. < 2000)*-4.

EXPERIMENTAL

Mazériel

Chromatographe HPLC, Waters M 6000A; détection par réfractométrie
différenticlle; colonnes uStyragel 500 A et 100 A en série, 30cm X 7.8 mm LD.;
solvants, benzéne et tétrahydrofuranne (THF).

Etalonnage des colonnes

Pour étalonner le jeu de colonne choisi, nous avons chromatographi€¢ des
hydrocarbures normaux de C;; & Cy, des esters méthyliques d’acides gras de Cys 4
C,, ainsi que des triglycérides. Simultanément, avec chaque composé étudié, on a
injecté un polystyréne standard de masse molaire 110,000 qui définit la limite
d’exclusion ¥V, du jeu de colonnes utilisé.

Les courbes d’étalonnage log n = £ (F — V), ol n est le nombre total d’ztomes
de carbones du composé chromatographié, sont représentées par les Fig. 1aet 1b, avec
comme &luants respectivement le benzéne et le THE. Dans les deux cas, les courbes
comrespondant aux hydrocarbures et aux esters mcthyliques sont pratiquement



330 NOTES

leg legn
. &
-5 - =4 a
§34 £7
= & X a
L < A £54 a
424 - <8 ]
323 a =3 -
n- = x4 -
384 344
324 H 227 .:
- 4
34 e =4 =
L ) - ®
= [ ] = [ ]
4 A b oA
b. & - 24 -
- * ]
764 - 24 ]
-4 * - -
224 = 24 [ ]
b L3 - aa
24 - 284 =
-4 e - -
L& =
- - - -
- T T S ) T T L T *’ "'Q |+
2 3 4 1 2 3 L3 $ [ ]
a b

Fig. 1. Courbes d’étalonnage des colonnes uStyragel en fonction de la longueur de chaine: @, n-
alcanes; @, esters méthyliques; A, triglycérides. Eluants: (a) benzéne; (b) THF.

confondues. La courbe représentative des triglycérides se situe légérement au-dessus
des précédentes, c’est-a-dire qu’ils apparaissent un peu plus petits que les r-alcanes ou
les esters méthyliques ayant méme nombre total d’atomes de carbone.

En CPG, cest la tziile et non l2 masse molaire qui intervient dapns le
mécanisme de séparation. Ceci prend une importance toute particulidére avec des
molécules comprenant des groupements polaires, comme OH et COOH3. Ces molé-
cules se comportent de fagon opposée suivant la polarité de I'éluant utilisé. Avec le
benzéne comme €luant, des phénoménes d’adsorption se superposent au mécanisme
d’exclusion pure. Cet effet est le plus sensible avec les molécules les plus polaires.
Ainsi 'octadécanol sort comme Phexadécane. L’utilisation du benzéne pour chromato-
graphier les acides gras libres est a déconseiller car les phénomenes d’adsorption se
traduiseat par des pics trés retardés, larges et asymétriques. Lorsqu’on utilise au
contraire un solvant polaire comme e THF, les phénoménes d’adsorption disparaissent,
mais des liaisons hydrogéne s’établissent entre les atomes d’hydrogéne des groupe-
ments polaires et le solvant, ce qui a pour effet d’augmenter la taille des molécules: [a
taille apparente da 'octadécanol est celle d’un hydrocarbure en C,, et ’'acide stéarique
apparait comme I’hydrocarbure en C,;,. Néanmoins, lorsque 12 longueur de 1a chaine
augmente, Pinfluence de ces haisons diminue: la longueur de chaine apparente de
I’acid= tétracosanoigue (n = 24) est de 26.5. D’autre part, I'étude de divers diglycérides
montie qu'au deld de n = 30, les différences introduites par la présence d’hydroxyles
deviennent peu sensibles et sont du méme ordre de grandeur que les incertitudes
expérimentales.

A Popposé, les composés comportant une ou plusieurs doubles liaisons
présentent une structure plus compacte: le trioléate de glycérol se comporte comme
le tripalmitate de glycérol, Ie cholesiérol apparait comme un hydrocarbure en Cyq.



NOTES 331

Ces diverses observations montrent 2 prudence qu’il faut apporter dans
Vexploitation des chromatogrammes de composés dont on me connazit pas tous les
éléments structuraux. On peut néanmoins raisonner en terme de longueur de chaine

équivalente..
RESULTATS

. La Fig. 2a représente le chromatogramme de la fraction acide de Pextrait de
tourbe (éluant THF). On distingue un pic large A dont le sommet correspond 2 une
longueur de chaine équivalente de » = 55-75 et un massif B correspondant 2 des
molécules plus petites: n = 15-34. Le chromatogramme obtenu aprés méthylation
des carboxyles se traduit par une petite diminution de n équivalent de 2-3 unités
pour les pics du massif B (disparition des associations entre les carboxyles et le
solvant). Par contre, on n’observe pas de variation significative du volume d’élution
de A en raison de la taille plus importante des molécules. Avec le benzéne comme
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Fig_ 2. Séparztion de I'extrait de tourbe par CPG. (@) Mélange initial; (b) fraction A aprés séparation
de B: {c) fraction B aprés trois séparations.

éluant, le chromatogramme de la fraction acide méthylée révéle les mémes pics A et
B dont les longueurs de chaine équivalentes correspondent aux précédentes. Il résulie
de cette étude que la fraction acide de Pextrait de tourbe contient des composés de
deux tailles différentes: un premier groupe de molécules relativement petites dont la
longueur de chaine varie de 15-34 et un deuxiéme groupe de molécules approximative-
ment de longueur double (7 = 55-75). L’étude par CPG des différentes fracticns que
nous avons séparées précédemment? par chromatographie classique sur gel de silice,
montre qu'on a également affaire en réalité i des mélanges de composés de tailles
AetB.

La Fig. 2a montre que les pics A et B sont partiellement résolus. Un deuxiéme
passage de ces composés sur les colonnes par recyclage des composés €lués se traduit
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par un élargissement des pics sans amélioration appréciable de la séparation. Les
recyclages supplémentaires accroissent cet €largissement et il en résulte que Ia s€épara-
tion des pics en ligne de base n’est pas possible de cette facon. Nous avons préféré
collecter les produits A et B puis les rechromatographier. La fléche sur la Fig. 2a indique
la fin de la collecte de A et I2 début de celle de B. La fraction A ainsi obtenue est
pratiquement exempte de B (Fig. 2b), par contre la fraction B contient encore des
molécules de type A. Une deuxiéme puis une troisiéme chromatographie de B per-
mettent d’améliorer cette séparation (Fig. 2c). On obtient de cette fagon des fractions
A et- B pratiquement séparées. Le tableau donne leurs proportions en poids aprés
chacune des trois séparations.

TABLEAU I

PROPORTIONS DES FRACTIONS A ET B EN POIDS APRES CHACUNE DES TROIS
SEPARATIONS

Nombre de séparations Fraction (%)
A B

1 303 69.7

2 36.7 63.3

3 39.5 60.5

CONCLUSION

Par chromatographie d’exclusion, nous avons donc déterminé dans la fraction
acide d’une cire extraite d’une tourbe deux tailles de composés: A (mol. wt., 860-1100)
et B (mol. wt. 250-500) dont les proportions respectives sont d’environ 40 et 607,.
Dans 1a fracticn B on retrouve Ies acides gras normaux et les acides gras hydroxylés
précédemment identifiés par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de
masse (n = 16-34)>. Ces acides gras représentant 3579 du produit initial, il reste dans
la fraction B 25% de composés relativement petits {# < 35), mais pourtant difficiles
A mettre en évidence par chromatographie en phase gazeuse. Neous espérons néan-
moins trouver les conditions adéquates pour leur séparation et leur identification.
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