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SUMMARY 

Gas chromatographic study of variations in the amounts offatty acids in millet seeds 

To investigate new millet hybrids more accurate methods for the analysis 
of seed components are needed. For example, the study of small variations in 
amounts of fatty acids requires a better knowledge of sources of errors in their 
quantitative chromatographic determination. The results of the extraction-trans- 
methylation method used have been verified by saponification and methylation. 
The resulting variability is not higher than that due to chromatographic determination 
(0.5%). Precautions to avoid some unexpected errors have been taken. The multi- 
variate analysis of the results, seed by seed, makes it possible to collect those from 
the same ear. Sterols determined in these seeds cannot be used as biochemical tracers, 
since their quantities are too low and not sufficiently variable. 

INTRODUCIION 

La teneur en huile des graines de mil a CtC estimge 5 4-5 %. Elle est similaire et 
mCme legerement superieure (surtout pour l’acide palmitique) 2 celles du mais, 
sorgho et autres cCrCales3. Si la composition en acides gras de cette huile a Ctt plusieurs 
fois determinee, Jellum et Powell’ ont CtC les premiers B Ctudier les variations de com- 
position pour 65 lignees de mil cultivees dans les mCmes conditions. Ils observent des 
variations importantes entre ces lignees. Les correlations entre acides sont, cependant, 
moins fortes que pour le mais. L’acide stearique varie le plus. Entre les acides oleiques 
et linoiC:ques, Ies coefficients de correlation (nCgatifs) sont les plus importants. Pour 
une variete donnee, la taille des graines semble introduire des differences signilicatives 
dans la composition, notamment pour les acides oleiques et linoleniques. La teneur 
de ce dernier croit en raison inverse de cette taille. 

L’Ctat de miirissement des graines joue un role important dans la composition. 
Les changements les plus rapides et les plus importants se produisent dans les seize 
jours apres l’anthese. Ces changements sont plus faibles apres 24 jours. Les fractions 
d’acides palmitiques et linoleniques decroissent avec le mtbissement tandis que les 
acides steariques et linoleiques augmentent. La composition varie peu dans les graines 
miires, quelle que soit la date de la recolte; les temperatures durant la maturation 
n’ont pas d’infiuence sur la composition de l’huile de ces graines. 

Les resultats d’analyses sont affect& par le choix du solvent d’extraction. Les 
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solvants apolaires extraient surtout les triglycerides (65 Q 80% chez I’avoine), alors 
que Ies solvants polaires extraient les lipides polaires lies a l’amidon de I’endosperme. 

Notre but est de preciser la fiabilite dune methode d’analyse totale des acides 
gras sur des graines mikes. En effet, l’interpretation des liaisons stochastiques pouvant 
exister entre les compositions de diff&rentes souches, ne peut avoir de valeur que si 
l’on est assure de la totalite de I’extraction et si la variabilite de cette demiere, ainsi 
que du dosage, sont faibles devant la variabilite des concentrations des divers echan- 
tillons. 

Cette etude peut done se diviser en quatre parties. 
(1) Choix au laboratoire de la methode d’extraction et transesterification avec 

contr6Ie de la totalitt de I’extraction par une saponification suivie dune mtthylation 
des produits saponifies. 

(2) Etude sur une farine homogene de la variabiiite des operations d’extraction 
et transesterification, et de la variabilitt propre 2 l’analyse chromatographique; com- 
paraison des variabilites des concentrations relatives et des teneurs absolues Iorsque 
I’on utilise un Ctalon inteme. 

(3) Etude de la variabilite entre farines de quelques souches differentes. 
(4) Etude de Ia variabilite entre graines d’une mCme chandelle, entre graines 

de pIusieurs chandelles dune meme souche, et comparaison avec les graines d’une 
autre souche. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Extraction et transm&hylation 
Les graines sont pesees et broyees dans un mortier en Pyrex a piston rode, 

type VSC, puis transferees dans des fioles Sovirel de 25 ml, 5 bouchage B vis. Lors des 
anaIyses sur une seule graine pesant 10 2 25 m g, il a CtC v&if% que les pertes, en poids, 
n’exctdent pas 5 % dans ces operations. Pour une bonne extraction des lipides polaires 
et apolaires, nous avons choisi le melange 2 ml methanol-2 ml ether de petrole. 
L’acide heptadtcanoique utilise comme Ctalon inteme est dissous dans l’&her de 
petrole d’extraction a raison de 1 mg/ml pour les extractions sur 200 mg de farine, 
ou 0.1 mg/ml pour les extractions sur une seule graine. Apr&s extraction une nuit, la 
transmethylation est realiste selon une technique analogue & celle de Jellurn et Powell’, 
70°C pendant 5 h, avec du methanol anhydre a 3 o/0 d’acide sulfurique. AprPs refroi- 
dissement et adjonction d’eau, Ies esters en solution dans P&her de p&role sont 
seches et recueillis dans des tubes gradues cylindroconiques Q bouchage B vis. Ces 
tubes, fabriques selon nos plans, permettent, selon les prises d’essai, de concentrer les 
solutions sous courant d’azote au volume desire pour ne pas modifier les conditions 
chromatographiques. Les extraits peuvent Ctre conserves a - 10°C ou inject& directe- 
ment dans le chromatographe. 

Contr6le de la totaiitP de I’extraction 
On effectue une saponification a reflux sur les farines avec de la potasse 

methanolique 2 N pendant 2 h. Le melange reactionnel est amen6 ensuite en milieu 
potasse 0.1 N dans le methanol a 50 % et agite avec de l’hher de petrole. La phase 
ether de petrole contient les insaponifiables. Elle est concentree pour un dosage des 
sterols apres formation des derives trimCthylsylCs. La phase hydro-aicoolique est 



CFG DES ACIDES GRAS 379 

acidifiee et les acides gras sont extraits B l’tther Cthylique. Apres evaporation de 
l’bher, la methylation est effectuee comme dans Ia premiere methode. 

Conditions chromatographiques 
Le dosage des sterols est effect& avec une colonne Pyrex de 2.10 m a 3OO”C, 

remplie de OV-1 a 3% sur Chromosorb W AW HMDS. 
Pour les acides gras, diverses colonnes ont CtC experimentees (DEGS sur 

Chromosorb W, Silar 1OC sur Volaspher A2 100-120 mesh) et nous avons obtenu, 
finalement, Ies meilleurs resultats avec une colonne inox de 3 m x 2 mm, remplie 
de 20% BDS f- 2% H,PO, sur Chromosorb W (SO-100 mesh). Cette colonne donne 
une bonne separation de tous les acides gras ainsi qu’une plage de separation entre 
l’acide palmitoleique et I’acide stearique permettant d’utiliser I’etalon inteme (acide 
heptadCcanoIque), sans interference avec les autres acides. En outre, Ie logarithme 
des distances de retention des acides gras satures est rigoureusement proportionnel B 
leur nombre d’atomes de carbone. 

Le chromatographe utilise est un Girdel 300 avec detection par ionisation de 
flamme air-hydrogene. Le volume inject6 est 1 ~1, la sensibilite 64 x 1. Les tempera- 
tures sont respectivement 200°C pour la colonne, 270°C pour l’injecteur et 250°C 
pour Ie detecteur, et la pression d’entree de I’azote gaz vecteur 2 bars. 

Intervalles de co&ance des resultats d’analyse 
L’analyse des st&oIs sur six varietes fixees montre des teneurs faibles et peu 

variables pour ces composes. On observe deux pits de faible amplitude. Celui de 
temps de retention le plus elevt correspond au B-sitostkol a une teneur d’environ 
0.06 %_ L’autre pit peut &re du stigmasterol ou du camposttrol B une teneur d’environ 
0.02 %. 

L’analyse des acides gras, apres saponification, foumit des chromatogrammes 
analogues B ceux obtenus par l’extraction au melange methanol-ether de petrole et 
transmethylation. Cette demiere methode est done satisfaisante pour I’analyse totale 
dans les graines et nous avons etudie la variabilitt due a l’tchantillonnage et au dosage. 

Nous avow attaque, pour celh, un nombre de 12 Cchantillons (p) de 200 mg 
d’une farine homogene et effectut sur Ie produit methylt 4 injections (n) par echan- 
tillon dans le chromatographe, soit 48 injections (prz). Toutes les injections ont CtC 
faites au hasard pour Climiner les effets de derive Cventuelle de l’appareil. 

Soit pour un acide gras don&: x,,, Ie resultat de chaque injection; Zp, les 
moyennes de chaque tchantillon; _?, la moyenne globale; 02, la variance due aux injec- 
tions; a:, la variance due B l’echantihonnage. 

La variance de l’echantillonnage est estimee par ST = nZ (.fD - X)*/(p - 1) 
P 

qui est une estimation de of-/-n aI. 2 La variance due au dosage par Si = $‘$ (x”, - Zp)‘/ 

@p-p) qui est une estimation de o,‘_ La variance globale par S,3 = ~(~~,-~)~/(np- 1). 

Le rapport F = Sz/St permet de dCfinir l’influence de I’echantillonnage. Les 
resultats sont donnes dans le TabIeau I. Chaque Iigne de ce tableau comprend deux 
skies de rksultats. Les resultats du haut sont calculCs pour les douze Cchanti:lons et 
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TABLEAU I 

ETUDE DE LA VARIANCE DES RkWLTATS 
CR. = Concentration rklative; C.T. = concentration totale. 
- 

A&e 

G:o C&5:1 G:0 C&:1 G.:z C ‘8:s 
~- 

C.R. C.T. CR. C.T. C.R. C.T. CR. CT. CR. CT. C.R. CT. 
(%I I%) (%I (%I (%) (%) 

19.70 
19.68 
4.1 
3.9 
0.010 
0.008 
0.013 
0.012 
0.022 
0.019 

0.51 
0.46 

0.977 
0.981 

42.7 
20.6 

0.56 0.028 5.48 
5.46 

0.6 1.2 4.1 
2.0 
0.003 
0.001 

0.001 0.004 
0.004 

0.001 0.007 
0.005 

0.272 
0.272 
7.4 
7.3 

25.60 
25.56 
10 
3.3 
0.020 
0.005 
0.009 
0.009 
0.027 
0.014 

1.270 
1.274 

56.6 
40.7 
0.001 

0.001 

44.72 
44.84 
4.1 
4.8 
0.16 
0.023 
0.20 
0.024 
0.35 
0.045 

2.222 
2.235 

73.3 
35.2 
0.004 
0.002 

0.004 
0.002 

1.1 1.5 0.55 1.8 0.9 2.7 
0.5 1.5 0.27 1.4 0.33 I.8 

2.57 
2.58 
1.8 
1.0 
0.001 

0.005 

0.006 
0.005 

1.2 

0.128 
0.129 
6.5 
2.6 

0.005 

1.8 
1.3 

3.1 
1.15 

0.56 0.61 4.3 1.1 1.1 0.35 0.47 1.0 0.6 
0.56 0.61 1.1 1.1 0.35 0.47 0.33 0.6 

2.7 3.1 
1.5 

0.76 1.9 4.3 3.6 1.5 1.8 0.66 1.8 1.3 2.7 3.1 4.7 
0.71 1.4 1.3 1.8 0.47 1.4 0.47 1.8 2.7 3.1 

Ies rlsultats du bas, aprks Climination d’un khantillon defectueux (fuite d’un bouchon 
lors des transmCthylations). En ce qui conceme les concentrations relatives, les 
rapports P trouvts sont peu diffkents de ceux don&s par les tables de SnCdkor 
au niveau de confiance 99% (F1i_36 = 2.8). La variation due i I’CchantiIlonna~e 
est done du m&me ordre que celle due aux injections et la variance globale est 
approximativement la somme des variances. La variance de I’tihantillonnage 
devient toujours la plus faible aprks tlimination de I’tchantillon dtfectueux dont la 
cause d’erreur est toujours detectable. Par contre, pour les concentrations totales, 
cette variance est toujours forte devant c&e des injections. L’Climination de I’Cchan- 
tillon dkfectueux dans ce cas provoque une diminution de I’erreur d’CchantilIonnage 
moins importante que prkckdemment. Celleci reste toujours analogue 5 l’erreur 
globale tandis que les variations entre injections sont beaucoup plus faibles et analo- 
gues aux variations prkddentes. Ces considkrations montrent que l’erreur d’kchantil- 
1onnage;dans l’analyse des teneurs totaIes, sembIe provenir exclusivement des varia- 
tions, entre Cchantillons, du pit ttalon inteme. Ce demier a ttC prklevC dans la mCme 
solution-m&e, avec une mEme pipette de 2 ml au 1/20Gme pour chaque CchantilIon. 
Cependant, l’erreur due au pipetage semble pr6pondCrante par rapport 5 I’ensembk 
des autres erreurs. 

A partir des rCsultats prkkdents, les coefficients de variation, de part et d’autre 
des moyennes, sont calculCs au niveau de con5ance 95% par ~r,,.&Zdm afin de 
choisir le nombre d’attaques p et de dosages n nkessaires pour la prkision dbirke 
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ukkieurement. On indique dans le Tableau II la valeur la plus grande de la variation: 
Cchantillonnage (l), injection (2) ou globale (3). Les valeurs de t des tables de Student 
sont respectivement 2.228 pour l’Cchantillonnage, 2.036 pour les injections, 2.021 pour 
la variation globale, et les valeurs de 112 respectivement : le nombre d’attaques, le nombre 
d’injections par attaque, le nombre total d’analyse. 

TABLEAU XI 

ERREUR DE PR&ISION EN VALEUR RELATIVE 

La source de variation la plus grande est indiqutk (I), khantillonage; (2). injection; (3), globale. 

p n Acide 

CM:, CNI CWO CM CM:2 CIEX, CBXO 

CR. CT. C-R. C.T. CR. C-T_ CR. CT. CR. C.T. CR. C.T. CR. C.T. 

(%) (%) (%) (%I 1%) (%I (%I 

1 i 1.4 

(3) 
1 2 1.0 

(1) 
1 3 1.0 

(I) 
2 2 0.8 

(2) 
2 3 0.8 

(1) 

6,’ 
;‘;: 
3.6 
(3) 
2.9 

3.7 

(3) 

i;S 

fiz 
2.3 
(1) 

0.9 

(3) 
0.6 

(1) 

FiF 
0.5 

(2) 

0.9 4.0 6 

(3) (1) (3) 
fi,’ 0.8 4.0 4.3 

(1) (3) 
:;; 0.8 4.0 3.5 

(1) (3) 
2.2 0.5 2.8 3.0 
(1) (1) (3) 

0.5 2.8 2.3 
(1) (3) 

t3’, 8.8 
(3) 
7.2 
(3) 

(“;: 

t;,’ 

Avec une attaque et deux injections, la pr&cision sur les teneurs relatives des 
acides gras les plus concent& est inf&ieure B 1%. Elle est suffisante pour observer 
des variations entre Cchantillons qui sont Cgales ou supkieures 5 lo%, avec quelques 
reserves pour les deux pits les plus faibles : palmitolCique et arachidique. Les Cchantil- 
Ions oti se produira une fuite durant l’attaque devront &re Climints. 

La mesure des teneurs totales pourra Etre rendue plus fiable en amCliorant la 
precision du pr&%vement de I’Ctalon interne (seringue, pipette automatiqhe, etc.). La 
farine de reference, les extraits et les chromatogrammes de l’Ctude statistique sont 
conserves pour des contrGles de fidelit& Lors des analyses ulttrieures, il pourra Ctre 
nkessaire de modifier lCg&ement la pression d’entrke du gaz vecteur pour obtenir des 
temps de rktention identiques et assurer une bonne reproductibilit& des mesures. Pour 
la mCme raison, on tvitera de changer le volume inject& et l’atttnuation. 11 est prkfk- 
rable de Ciluer ou de concentrer les extraits sous courant d’azote. 

Variabilit6 observde entre farines de plusieurs origines$xkes g&&iquement 
Huit variCtCs fix&es cultivies en serre mais dans des conditions diffkentes ont 

CtC analyskes. Les teneurs totales varient de 4.8 5 7.6 o/0 du poids de farine. Les &arts 
extrCmes entre les teneurs relatives sont r&urn& dans le Tableau III, en comparaison 
avec Jellurn et Powell’ pour 65 lignCes de mil et De la Roche et aLz pour neuf lignees 
d’avoine. 
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TABLEAU HI 

l.?CAKTS EXT&MES ENTRE LES TENEURS RELATIVES EN COMPARAISON AVEC 
CEUX DE JELLUM ET POWELL’ ET DE LA ROCHE et almz 

&i&s Huit Iign&s 
de mil (%) 

Acide palmitique 19.6-23.4 16.7-25.0 
Acide pabnitoldique 0.4- 0.8 0.3- 0.8 
Acide stkarique 2.6- 5.5 l-8- 8.0 
Acide oleique 22.1-32.1 20.2-30.6 
Acide linolklque 38.9-48.4 40.3-51.7 
Acide linoltnique 2.2- 4.0 2.3- 5.8 

Soixanle-cinq 
IignPes de mil 

(%) 

Neuf iigfr~es 
d’avoine (%) 

17.2-23.6 
- 

o.a- 1.8 
26.5-47-S 
33.2-42.2 

0.9- 2.4 

Comme Jellum et Powell, nous observons une forte correlation negative entre 
les teneurs relatives des acides oleique et linolkique. Pour les autres acides, les correla- 
tions entre ccs teneurs ne semblent pas significatives. Une augmentation de la teneur 
totale en acides gras se traduit par une augmentation de celle des acides palmitique, 
oleique, linoleique et linolenique. Une augmentation de la qua&it& de chacun de ces 
trois demiers acides entraine une augmentation de c&e de I’acide paImitique. Ces 
rCsultats restent B confirmer sur un plus grand nombre de ligntes, dans des conditions 
de culture identiques. 

Variabilii6 observke entre graines d’un mZme pied m&e entre d@rents pie& m&es 
Nous avons dose des graines de quatre faux Cpis d’origine Malienne. Sur 

chaque chandelle, seize graines ont CtC analysk4. Trois chandelles (A, B, C) prove- 
naient dune meme souche B 237 et une chandelle d’une autre souche B 257. L’analyse 
en composantes principales des sept caracttres (six acides gras et poids de chaque 
graine) montre qu’il est possible de regrouper les graines dun mCme tpis et de separer 
des epis d’origine differente (Fig. 1). L’axe 1, de plus grande variabilite, reprtsente 
la somme des acides gras; les autres axes de variabilites importante sont des ccmbi- 

_____________-_______ ___________ _________ _ 
1---- 

-----~-~~~~~~~~~~_~______________-_--_-_--_-__ 

3zci-e ES257 
---__~___~_~-_~___~_~~~~~~~ _________ -__________ ____ ____ ____ _____ _____________ _____ .---_-e____________ 

.__I 

Fig. 1. L’anaIyse en composantes principals des sept caractths. 
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naisons des acides gras les moins correl&. Une augmentation du poids de graine 
correspond B une diminution de teneurs. Ces resultats interessants restent B confirmer 
sur des varietes cultivees dans les mCmes conditions. Des comparaisons entre croise- 
ments et parents seraient souhaitables. 

CONCLUSION 

La chromatographie en phase gazeuse est une methode precise et reproductible, 
tres utile pour l’observation de variations de faible amplitude comme les teneurs en 
acides gras des graines de mil. La methode d’extraction et transmethylation utilisee 
permet le dosage de la totalite de ces acides. En tenant compte des precautions indi- 
q&es, au niveau de confiance 95% avec une seule extraction et deux injections, la 
precision sur les teneurs relatives des acides gras les plus concentres est inferieure 5 
I”/,; la precision sur les teneurs absolues qui peut etre amtlioree est inferieure a 4%. 

Les extraits et chromatogrammes tcmoins de l’etude de variabilite permettent 
d’assurer une bonne fidelite des analyses. 

Les premiers resultats de comparaison entre souches, graines et epis sont 
encourageants, l’analyse multivariable semblant permettre de regrouper les graines 
d’un tpis determine. 

Les analyses doivent Ctre poursuivies sur des souches fixees, cette fois obtenues 
en serre, dans les memes conditions de culture, et utilisees, par ailleurs, dans d’autres 
etudes genetiques. Enfin, l’analyse separee des acides gras des triglycerides et phos- 
pholipides peut permettre d’aller plus loin dans l’etude du caractere, bien qu’il soit 
difficile d’obtenir une separation de ces lipides du mCme ordre de precision que la 
chromatographie gazeuse. 

RlzSUMB 

La recherche de nouveaux hybrides de mil nkessite une precision accrue des 
methodes d’analyse des constituants des graines. 

Ainsi, lors de la determination chromatographique des teneurs en acides gras, 
l’observation des faibles variations entre les graines necessite une meilleure connais- 
sance des sources d’erreurs. Les resultats de la methode d’extraction et transmethyla- 
tion choisie ont Cte control& par saponification et methylation. La variabilite obtenue 
n’exdde pas celle due B la methode chromatographique (0.5%). Les precautions a 
prendre pour Cviter certaines erreurs accidentelles ont CtC determinees. 

Avec cette methode bien calibree, l’analyse multivariable des rCsultats, graine 
par graine, permet de rassembler celles appartenant a un meme Cpi. Les sterols doses 
dans ces graines sont en quantites trop faibles et trop peu variables pour servir de 
marqueurs biochimiques. 
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