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l N T R O D U C l I O N

I - DEFINITIONS

Le te re  r rc i resr r  s rapp l ique dans  un  sens  res t re in t  à  des  es ters

drac ides  gras  e t  d ra lcoo ls  g ras  à  longue chaîne  (cér ides) .  Dans un  sens

p lus  la rger  on  peut  I tapp l iquer  à  une grande var ié té  de  subsÈances orga-

n iques  :  cér idese s té r ides ,  ac ides  gras ,  a lcoo ls  g ras  ou  sÈéro Is  l ib res ,

hydrocarbures, cét,ones à longue chaîne, etc,  qui  accompagnent les cér ides

eu cours  de  leur  ex t rac t ion  (1 ,  p .  581) .

Généralernent les auÈeurs ut i l isent le t ,erme rrbi tumestt  pour

dés igner  l rensemble  des  subs tances  ob tenues par  ex t rac t ion  d tun  so l

( tourbe ,  l ign i te r  so l  de  ja rd ins ,  e tc )  à  l ta ide  drun  so lvant  neut re

bou i l lanÈ,  sous  la  p ress ion  normaler  pâr  exemple  1 té ther  de  pé t ro le  ou

encore un mélange benzène-éthanol.

Les  b i tumes sont  d iv isés  arb i t , ra i rement  en  r rc i res t f  ,  r r rés inesr r

e t  r raspha lÈesr r .  CetÈe Èermino log ie  es t  empruntée  à  l f indus t r ie  des  c i res

de l ign i t ,e ,  ( l {on tan  Wax) ,  les  c i res  de  tourbe  é tan t  u t i l i sées  par fo is  en

remplaceraent des cires de l igni te dans la fabr icat ion de cirages,

érnu ls ions ,  e tc .  Les  dé f in iÈ ions  de  ces  f rac t ions ,  basées  sur  des  d i f fé rences

de solubi l i té,  var ient largemenÈ suivant les auteurs.

Come exemple donnons la déftni t ion ut i l isée par IKAI. I  et  col l .  (ù :

Asphaltes :  f ract ion des bi tumes insoluble à chaud dans

Gi res

1 t  éthanol .

f ract ion soluble à chaud mais qui  préc ip i te  dans

1  t  é thano l  r e f ro id i .

f r ac t i on  so lub le  à  f r o i d .Rés ines



Ce f ract ionnement.  grossier  ne présente un in térêt  que dans la

p r é p a r a t i o n  i n d u s t r i e l l e  d e s  c i r e s ,  o ù  I r o n  c h e r c h e  à  o b t e n i r  u n  t a u x

m in imum des  subsÈances  i ndés i rab les  con tenues  dans  l es  rés ines  e t  l es

aspha l t es .  Pou r  no t re  pa r t  nous  avons  cho i s i  1 ' é the r  é thy l i que  co r t rne

so l van t  d rex t , r ac t i on .  Bon  so l van t  des  g ra i sses  e t  des  composés  à  l ongue

chaîne,  i l  exÈrai t  davantage de substances que le n-hexane,  que nous

av ions  i n i t i a l emen t  u t . i l i sé  pou r  "dég ra i sse r t r  l r ac ide  humique .  Nous

conv iend rons  d ru t i l i se r  l e  t . e rme  I t c i r es t r  pou r  dés igne r  l r ensemb le  des

s u b s t a n c e s  s o l u b l e s  d a n s  1 r é t h e r  é t h v l i q u e  b o u i l l a n t ,  e x t r a i t e s  d t u n e

tou rbe  vendue  dans  l e  co rnne rce  sous  l t appe l l a t i on  ' rF lo ra to r f r r  ( t ou rb iè re

d tA l l emagne  du  Nord ,  ho r i zon  Ao ) .  Ces  c i res  se  t r ouven t  éga lemen t  dans

l t ac ide  humique  (HHn)  p rovenan t  de  ce t te  t ou rbe .  Ce lu i - c i  f a i san t  l t ob je t

d rau t res  t r avaux  dans  noÈre  l abo ra t , o i ré ,  nous  en  donnons  s imp lemen t  une

dé f i n i t i on  succ inc te :  l r ac ide  humique  peu t  ê t re  dé f i n i  co rune  une  subsÈance

o r g a n i q u e  d e s  s o l s  ( e n  p a r t i c u l i e r  d e  t o u r b e s )  s o l u b l e  d a n s  d e s  s o l u t i o n s

aqueuses  de  bases  ( soude ,  a runon iaque )  ;  ap rès  ac id i f i ca t i on  pa r  un  ac ide

f o r t ,  1 e s  a c i d e s  h u m i q u e s  p r é c i p i È e n È ,  l a i s s a n t  e n  s o l u t , i o n  l e s  ' r a c i d e s

fu l v i ques t '  ( vo i r  annexe  I ) .

Les t ravaux récents de notre laborato i re concernant  Hf tn (3 ,  4 ,  5) ,

on t  m is  en  év idence  un  mo t i f  é l émen ta i re  résu l t an t  de  l a  condensa t i on  de

g l u c i d e s  e t  d r a m i n o - a c i d e s .  S i x  s u c r e s  ( a r a b i n o s e ,  r h a n n o s e ,  x y l o s e ,

ga lac t . ose ,  g lucose ,  mennose )  e t  au  mo ins  s i x  am ino -ac ides  ( va l i ne ,  l eu -

c i n e ,  g l y c i n e ,  s é r i n e ,  a l a n i n e ,  a c i d e  g l u t a n i q u e )  o n t  é t é  i d e n t i f i é s .

La  c i re  f a i san t  l r ob je t  du  p résen t  t r ava i l  peu t  ê t re ,  so i t  adso rbée  pa r

I t e n s e m b l e  d e s  m o t i f s  b i o l o g i q u e s  d é c r i t s  c i - d e s s u s ,  s o i t  1 i é e  à  c e u x - c i

pa r  l i a i son  ch im ique ,  (pa r  exemp le  es te r )  ca r  l a  dég rada t i on  de  l r ac ide



humique permet (voir  p.  15 )  de l ibérer de nouvel les substances extrac-

t i b l e s  à  1 t é È h e r .

II . BUT DE NOS RECHERCHES

CetÈe étude a étê entreprise dans un double but :

a) Ident i f icat ion de la fract ion cireuse présente dans les

col loides organiques du sol :  cette fract ion est suscepÈible de f ixer

des composés l iposolubles tels que les pest, ic ides chlorés ou organophos-

phor  és .

b)  Otau t re  par t  l to r ig ine  de  l rac ide  humique es t  encore  mal

connue e t  p lus ieurs  hypothèses  à  ce  su je t  fon t  l rob je t  de  cont roverses :

i l  pourrai t  provenir  de la dégradaÈion de la l ignine ou au contraire

sera i t  syn thé t isé  aux  dépens de  la  ce l lu lose  par  d ivers  mic roorgan ismes.

Les  c i res  pour ra ien t  révé le r  une ac t iv i té  bacÈér ienne ou  fong ique géné-

ra t r i ce  d tac ide  humique.

AvanÈ drexposer nos résultats,  nous donnons un aperçu des recher-

ches  en t repr ises  à  ce  jour  sur  les  c i res  ou  les  b i tumes ex t ra i ts  de

Èourbeg La plupart  de ces travaux conduisent à I t ident i f icat ion de quel-

ques  subs tances  présentes  en  fa ib le  quant i té  ou  d tune c lasse  de  composés

(ac ides  gras ,  par  exemple) .  L tana lyse  sys témat ique des  c i res  auss i  b ien

qual i tat ive que quanÈitaÈive a raremenÈ été tentée. En part icul ier,  les

substances inconnues, qui const iÈuenÈ 1a grosse major i té des cires extrai t ,es

des  d iverses  tourbes ,  n ron t  reçu  que peu dra t ten t ion ,  cerÈa inemenÈ en

raison de leur résistance à l fanalyse par chromatographie en phase gÉrzeuse

êÈr à notre connaissance, aucune t ,entat ive nra été effectuée pour tenter

dré luc ider  leur  s t ruc tu re  à  l ta ide  de  méthodes drana lyse  ch imique (o*y -

daÈion, réduct ion, dégradat ion).
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CHAPITRE I

E T U D E  B I B L I O G R A P H I Q U E  P R E L I M I N A I R E

I - SUBSTA}ICES CIREUSES ÎROTIyEES DAT{S LES SOLS EÎ LES TOURBES

Les ouvrages de BREGER (6) et de EGLIIiIION et MURPHY (1) fonÈ le

point sur les connaissances acËue1les en géochimie.

La présence dthydrocarbures dans la matière fossi le est quasi

universel le.  On trouve pr incipalement des n-alcanes, des stérarÎ€s et

des hydrocarbures à structure isoprénique. Les hydrocarbures aromatiques,

moins répandus, dér ivent peut-être de stéro1s ou de Èerpénofdes. Les

hydrocarbures lnsaturés (pr incipalement des Èerpènes)r t rès répandus dans

le règne vivanÈ, sont,  t , rès rares dans la matière fossi le (6, chap. L2 ;

L ,  c h a p .  1 3 ) .

Les acides gras se trouvenÈ dans de nombreux séCiments, même Ërès

anc iens  (5oo mi l l ions  d tannées) .  En major i té  i1  s tag i t  d tac ides  gras  nor -

maux, mais égalemenÈ dt acides mono ou polysubst iÈués par des groupements

méthy les  (ac ides  iso ,  an té iso  ou  à  sÈruc ture  isoprén ique) .  Les  ac ides

insa turés ,  les  d iac ides  gras  eÈ 1es  a lcoo ls  g ras  sont  assez  ta res

(6, chap. L2 ;  ! ,  chap. L4).

cH" -cH- (cH" )  -cooH
J  I  Z î

cHg

Acide iso



cng - Grrz - c;r - (cnr)r, - coon

cH3

Acide anté iso

c% - 
T 

- (cnr)r - 
T 

- (cï2)3 - 
T 

- (cH2)3 - 
T 

- crr2 - cooH

GH3 CH3 Crb cH3

Acide à strucÈure isoprénique : acide phyÊanique

Les te rpéno ides  e t  les  s té ro ldes  on t  é té  i so lés  p r inc ipa lemeng

à par t i r  de  l ign iÈes  e t  de  tourbes  (6 ,  chap.  12  3  L ,  chap.  16) .

Les auteurs ont également trouvé des pentoses, des hexoses, des

po lyho los ides ,  a ins i  que des  ac ides  aminés ,  l ib res  .ou  combinés ,  dans  1es

foss i les ,  les  séd i rnents ,  les  roches  e t  les  so ls  (6 ,  chap.  10  e t  11  ,

I ,  c h a p .  1 5  e t  1 8 ) .

Dès 1909, RYAIiI et DILLON (Z) étudient une cire conrrnerciale appelée

rlMontana l{axtr ,  probablement obtenue à part i r  de lourbe. Par saponif icaÈion

et  p réc ip iÈaÈion ,  i l s  pensenÈ avo i r  ob tenu de  l rac ide  monÈan ique (CZg H56 02) .

TITOII ( tglZ) (8) étudie les biÈumes exrrairs drune rourbe de

sphaigne provenant drURSS. Dans 1r insaponif iable, i l  note la présence des

hydrocarbures  en  czsHlz  eÈ ca3 Hu,  e t  de  l ra lcooL cz t  Hso o .  Par  d isÈ i l -

lat ion fract ionnée sous vide de la fract ion saponif iable des bi tumes sous

formes dres ters  é thy l iques ,  i l  pense avo i r  i so lé  les  ac ides  en  G-  HSO OZ

"t 
c27 Hs4 oz'

RâKOI|SKI et EDELSTEIN (9) trouvent les acide" C26 H52 02, e27 HS4 02,

czg uso o, dans

( uRss) .

les cires dr une tourbe extraice des marais de Redkinski
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En 1936, ROCINSK.âilA (tO) sfgnale la pr&ence des acide" C27 H54 02,

Cæ HSg O, et Cæ HSO O, dans les cires drtme tourbe russie.

RETLLY et wrtSoN (1!.) isolenË drrlræ clre de rourbe irlandaise

(l{ona wax)r de lracide cérotique Kn \r0r) et de lracide carbocérique

(c27 Hs4 o z) .
Les méthodes de séparation (dtsttllEtlon fraetionnée, recrisÈel-

Lisat ion) eÈ dt ldent i f icaËion (cornposlt lon cenÈéelaale, iadice dr iode,

lndice drhydroxyle, lndiee dracidlÈé, polÉ de fuslon) (voir chap. Îf)

apparaissent aujourdrhui blen lnsufflsantes poqr lranalyse de uélanges atrsst

complexesr Qul semblent,r cotme on peut le æastaÈer, contenir esEeqtielleænt

des acides gras l lnéaires.

Cr'est ainsi çe REILLY et col1. (fea) Èéntent de décolorer la

trMona llaxrr par trait,enent a{rec Gr€, dans ltacide acétique. rls isolent

alors d€ I taclde béhénlçe ou docosanoique (czzr+rr or) .  cet acide est

analysé, puts exaralné aux Rayons X pat GARLISLE et CRO}|FoûI (12b) : malgré

plusieurs dtst t l lat ions fract lonnées, i1 cont lent encore de lraclde

eicosanolçe (G, ll4o 02) dans la proportlon d€ 2r5 à 10 pour 1oo dracide

b&énlque, alnsl que des traces dtacide tétracosenolçe (CrO tt* Or).

Les spectres de diffractlon peÈ tes rayons X obtenus par

lrOLAROl,ltCH (13) Eontrent une simllitude entre les hydrocarbures aliphatiçee

saturés et les ctres de tourbes. Lraut,eur EtÈrlbue les variations du psra-

nètre a de lE naille éléoenÈaire mesurée à la présence posstble dfhydro-

carbures cycllq4es possédant une longue chetne latéra1e.

KACAIwICË et coll. (14) séparentr psr crlstallisatlon fractlonnée,

divers acides gras (a,rachidi.que, béhénlque, llgnocérlque, néllssique)e

t,andis que BEL' KE1,1ICH et coll. (tS), drune nanlère analogue, isolent de



Ia fract ion insaponif iable des cires, des alcools gras et un stérol  de

formule brute CZ7 H46 O. Df auÈres tra\raux de BEL! KE'!,IICH eÈ coll. (16)

par chromatographie dradsorpt ion sur alunine, Dotent la présence drhydro-

carbures de haut poids molécul-aire (Cr, flzg)r, et dtun composé de for:mule

brut,e crs Hro (P.F. = 23OoC).

I ls obt iennent également,  dans lrune de leur fract ion chromaÈo-

graphique, un composé possédant les mêmes propriétés que L" Ê - s i tosÈérol

ident i f ié par le point de fusion de l tacét,ate et du benzoate et par son

spect re  in f ra - rouge ( t7 ) .

Une aut,re fract ion présente quelques rêact ions qual i tat ives posi-

t i v e s  d e s  s È é a r i n e s  ( t g ) .

THOMAS (t9) ctrronaÈographie des bitr:mes, présentant un maxi.mum

drabsorpt ion en ulÈra-violet  à 285 nn, sur une résine échangeuse dranions

et étudie les spectres infra-rouge des bi tunes et des di f férentes fract ions

obÈenues. Les specÈres indiquent surtout une strucÈure al iphat ique, bien que

les éluants les plus acides semblent l ibérer des esters aromatigues pos-

sédant peut-êt ie des fonct ions phénols ou drautres groupenents ionisables.

KW.IAIOWSKI (æ) étudie le comport,ænt de bitr:mes sur colonne

dfalumlne et met en évidence des acides r iebes en oxygène (peut-être des

acides hydrorylés) et des acides gres en C, à ar. .  A l raide de méthodes

chromatographlques (colonne dralumine, couches minces, chromatographie en

phase vapeur) et  des méthodes comrent ionnel les de caractér isat ion chinique

(21), il montre que la composition des réslnes obtenues varie largenent

suivant la néthode drextract ion des bi turnes et suivant le solvant ut i l isé

pour séparer les résines des bi tumes, à part i r  dtune même tourbe. Les résines

cont, iennent des hydrocarbures, des composés hydroxylésr pêu dtacides et de

nombreuses substances inconûuêso



8

SUNDGREN et RAIJHALA se sont inÈéressés à plusieurs reprises aux

ac ides  contenus  dans  les  c i res  de  tourbe  (22 ,  ?3 ,24r  25) .  A  l ra ide  de  la

chromatographie sur coloane draluqine et des néthodes chimiques convenÈion-

nel les, RAIJHALA suppose la présence dracides hydroxylés dans les cires (Z+1,

responsab les  des  réac t ions  de  po lycondensat ion  observées  lo rsque l ron  chauf fe

les cires et les résines (23).  SUNDGREN et RAUHALA peuvent meÈtre en évi-

dence par chromatographie en phase gazeuse (CPV) des acides grâs saturés

l inéaires de CrU U 
"rn, 

avec un maximum pour les acides 
"n 

C24 et Q26t

sans  par : \ ren i r  à  i so le r  e t  iden t i f ie r  d rac ides  hydroxy lés  (25) .

IORRISON et BICK (26) comparenÈ les cires exÈraites drune tourbe

et  d run  so l  de  ja rd in .  Les  résu l taËs obÈenus après  f rac t ionnemenÈ sur  co lonne

dra lumine e t  par  CPV ind iquent  dans  la  f rac t ion  sapon i f iab le  des  c i res  la

présence d 'ac ides  gras  normaux de  Cfg  à  C:a  (24"L  de  la  c i re  de  tourbe  eÈ

3O % de la cire du sol  de jardin, avec un maximum pour les acides en Cr4,

C26,  Czg,  C3O) .  Dans l r insapon i f iab le  i l s  iden t i f ien t  des  a lcoo ls  g ras

normaux de GrU à ar. ,  des alcanes non ranif iés de CrU à ar '  avec des

t races  dra lcanes  de  CrU à  ar . .  De la  rÉme man ière  i l s  iden t i f ien t  des

rnéthylcétones de Cn à Ca5 (Or5 % des cires de tourbe ) (27).

A  par t i r  d rune tourbe  récente  d t l s rae l ,  IKAI {  e t  co l l .  (2 )

séparent,  par CPV, sous forme dresters méthyl iques, des acides gras

normaux de G, 
Z 

à CZO avec un maximum pour les acides 
"r 

C16 et Cr, ; le

specÈre de masse du mélange dresters présente un pic à */"  :  74 carac-

té r isÈ ique des  es ters  méthy l iques  d tac ides  gras ,  a ins i  que les  p ics  molé-

culaires correspondant aux di f férents esters.

IvAl{OvA et coll. (ZA) séparenÈ également par CPV des acides gras

normaux de CrO à aæ avec un maxinum pour les acides 
"n 

C22, C24, C26 ,

t4, 40 et 26 % respectivement.
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Les t,ravaux les pLus récents concern€rnt les cires de tourbe

(b, 26, 21 28r 37r 3S ) èonf irment la prépondérance des acides gras

à nombre pair  dtatomes de carbone.

Dtaut,re Partr par fract,ionnement chromatographique de f insapo-

ni f iable des cires extrai tes des mousses drune tourbière canadienne,

MS e t  O 'NEILL(n ,30)  i so len t  un  mélange de  p-s i ros té ro l  e r  de

p-si tostanol et  Èrois Èri terpÉrroldes :  CY-amyrine, t ,araxérone et,

t ,  araxéro1.

A part i r  dtune tourbe écossaise, Mc LEAli l  et  col l .  (3f)  obt iennent,  un

mélange inséparab le  de  p  -s i tos té ro I  e r  de  p  -s i tosÈano l  e t  un  r r i te r -

péno1de,1 Épi - f  r i  édé1 ano 1.

IKAlt l  et  col l .  (32) raettenÈ en évidence dans la tourbe dt lsraËI

c i tée  c i -dessus  (2 )  les  composés su ivants  :  f r iédé l ine ,  ép i - f r iédé lano1,

p - s i t o s t é r o 1  e t  p - s i t o s t a n o l  m é l a n g é s .

Dtautres composés ont également éÈé signalés dans la tourbe :

péry lène (33 ,  34) ,  v i tamines  B,  e t  B ,  . ( lS ; .

u-gIIgT_EIg-E_gE_gIlI€_p+Ig_!-Et_+glpls-_gly-rgg-Eg_EI-IytE-agES_

Les cires cont,enues dans les acides hr:miques et les acides

fulviques nront fai t  I tobjeÈ que de peu dr6tudes. OGNER et scHNITzER (36)

après extract ion successive des acides fulv iques à l fhexane, au benzène

et  à  l racéÈate  dré thy le ,  on t  i so lé  des  hydrocarbures  (o r t6  % des  ac ides

fu lv iques) ,  dont  un  t ie rs  de  n-a lcanes  e t  deux  È ie rs  d ra lcanes  cyc l iques

ou rarni f iés. La longueur de chaîne des n-alcanes var ie entre 14 et 36

etomes de carbone. Des rÉmes acides fulviques, SCTTNITZER et OGNER (37)

isolent des acides gras normaux de CrO à agO (Ort % des acides fulv iques)
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avec un maximum pour l racide 
"n 

cz4. Des résultats analogues ont été

obÈenus par KttAN et scHNrrzER (38),  à part i r  dtacides humiques (alcanes

Or34 7",  acides Or47 % de Hlun).  Les substances qui ont pu être ident i f iées

ne cons t i tuent  donc  qu tune fa ib le  par t ie  de  la  c i re  to ta le  ex t ra i te  de

1r acide hurnique.

s igna lons  de  p lus  que Lrana lyse  e t ,  d rune façon gênêra le ,  1 ré tude

des ' racides fulv iquesrr est part iqr l ièrernent dél icate :  en effet  ceux-ci

ne const i tuent qurune fract ion inf ime des coLloldes organiques du sol,

possédant une fonct ion acide :  leur extract ion est basée sur leur propri-

été de ne pas précipi ter en mi l- ieu chlorhydrique, conÈrairernent aux acides

humiques. Notre expérience nous a prouvé que le rendemenÈ en acides fulv i-

ques  es t  d fenv i ron  fO-3  g  par  L i t re  à  par t i r  des  tourbes .

III. THEORIES REIÂTIVES A LEUR ORIGTNE

Les mic roorgan ismes (chanp ignons,  a lgues ,  bac tér ies)  3ouent  cer ta i -

nemenË un rôLe important dans les processus de fossi l - isat ion. On a trouvé,

par exempLe, dans une tourbière d'URSS, une concentrat ion de 7.108 bactér ies

par grErrrne de t ,ourbe sèche à la surface et de 25.106 jusqu'à 6 mètres de

profondeur.  Drautres travaux d&nontrent la présence de spores de champignons

jusqutà 60 cm de profondeur (3 x 106 spores par gramne de tourbe en été,

et !7 x 104 en hiver).  Les mécanismes chimiques, probablement de nature

enzlmatique, qui pourraient avoir  l ieu sont,  peu conrurs (1 chap.11) :  les

acides gras proviennent peut,-être de restes végétaux ou sont synthét isés

par  des  bacÈér ies .
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Draut re  Par t ,  on  sa i t  gue les  c i res  de  bac tér ies  on t  fa i t  l tob je t

dr importantes recherches (39).  Bien que ces études se rapportent pr inci-

pa lement  à  des  espèces  pa thogènes (bac i l le  de  1a  tubercu lose  en  par t i cu l ie r ) ,

e l les  P€uvent  éc la i re r  la  ch in ie  mic rob ienne du  so l .  E l les  on t  mis  en

évidence des acides mono ou polyu.éthylés, des acides possédant une longue

chaîne latérale, ainsl  que des acides hydroxylés. En voici  c i-dessous

quelques exemples :

cHg - (cHr)7 - c,H - (ctrr), - cooH

cH3

GHg

Acide Èuberculost éar ique

- (cH2)19 - c,H - Grrz - c,H - crz- cl - cH2 - cr - coou

c"3 cH: GHI CH:

Acide C, .-mycocérosique5 Z

R - C H o H - C H - C O O H
I

(cH2)æ -  cH:

Acides  myco l iques

GHg - (cHr)17 - c,H - cHz - cI - ." : 
1 

- cooH

GHg ct3 c"g

Acide Grr-Rht iénoique
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En résumé les auteurs ont essent iel lement trouvé :  dfune façon

générale dans les sols,  des hydrocarbures acycl iques, des acides de cru

à  Co. ,  de  peÈi tes  guant iÈés  drac ldes  hydroxy lés .  Les  a lcoo ls  sont ,  mo insJ O '

b ien  connus :  i l  y  a  peu de  po lyo ls  courants  te ls  que le  g lycero l ,  de

pet i tes  quant iÈés  de  cer ta ins  s té ro ls  ou  d ta lcoo ls  t r i te rpén iques .

Dans les  c i res  de  tourbes ,  le  p rob lème res te  en t ie r ,  pu isque

les recherches nront permis de caractér iser que 10-25 % de la cire

to ta le  :  s i  ces  subs tances  on t  une or ig ine  mic rob ienne ou  fong ique,

i1  es t  poss ib le  que l fon  pu isse  t rouver  des  ac ides  b ien  carac tér is t iques

des rnycobacÈ ér ies.
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CHAPÏTRE I1

E T U D E  P H Y S I C O . C H I M T Q U E P R E L I M I N A I R E  D E S  C I R E S

C O N l E N U E S  D A N S  L E S  T O U R B E S  E T  L I A C I D E  H U I { I Q U E

Nous  é tud ions  pa ra l l è l emen t  l es  c i r es  ex t ra iÈes  d tune  tou rbe  p ro -

venan t  d tO ldenbu rg  (R .F .A . )  e t  de  l t ac ide  humique  p répa ré  à  pa r t i r  de  ce t te

tou rbe  (3 )  pa r  t r a i t emên t  æunon iaca l ,  su i v i  d tune  ac id i f i ca t i on  e t  d rune

é lec t rod ia l yse  p ro longée  ( vo i r  annexe  I ) .

I - EXTRACTION . SOLUBILITE

a)  L tex t racÈ ion  des  c i res  à  par t i r  de  la  Èourbe es t  e f fec tuée à

1téÈher éthyl ique dans un extracteur de Kr:mawaga ou de SoxhleÈ, pendant

12  heures  env i ron  pour  9  g  de  tourbe t rF lo ra to r f r r  sèche.  On ar rê te  l rex t rac-

t ion  lo rsque la  phase é thérée res te  inco lo re  dans  le  s iphon de  l rex t rac teur .

Après évaporat ion du solvanÈ, on obÈient 2r3 à 2rg % de cire présentant une

co lora t ion  brune qu i  s raccentue  par  chauf fage à  par t i r  de  6OoC.  Son po ln t

de  fus ion ,  ma l  dé f in i ,  se  s iÈue vers  72oC.

Le même rendement en cires est obtenu lorsque l ton agiÈe préala-

blement la Èourbe avec HCI N pendant 24 heures, dans le but drhydrolyser

dr  éventue ls  savons .

b)  L tac ide  humique ex t ra i t  de  la  tourbe  ' rF lo ra to r f f r ,  l i bère

environ 7 % de cire dans les mêmes condit ions. Des substances cireuses

appara issent  d ra i l leurs  à  tous  les  sÈades de  la  p répara t ion  ou  de  Ia

dégradat ion  de  HI {m.  A ins i ,  après  ex t rac t ion  des  c i res ,  pu is  déco lo ra t lon
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Par  I rac ide  peracét ique (3 ) r  H l l rn  l ibère  à  nouveau 7  % de c i re .  Une s imp le

ex t rac t ion  ne  su f f i t  donc  pas  à  l ibérer  la  to ta l i té  des  c i res  f i xées  sur

HHm. Lroxydat ion peracét i .que de HI{n semble donc détruire les si tes respon-

s a b l e s  d e  l a  f i x a t i o n  d e s  c i r e s .

Les l ia isons unissant HI lm et les cires sont probablement dues à des phé-

nomènes d tadsorp t ion ,  ma is  de  vér i tab les  l ia isons  ch imiques  ne  sont  pas

à exclure par exemple entre certains acides gras et certaines fonct ions

alcool des glucides. KHAN et SCHNITZER (38) supposent que leur acide

humique extraiÈ drun tchernozom noir  du Canada, possède une sÈructure du

type ta rn is  mo1écu la i re ,  capab le  de  f i xer  des  composés hydrophobes.

c )  So lub i l i té  :  Les  mei l leurs  so lvant ,s  de  nos  c i res  sont  le

ch lo ro fo rme,  le  benzène eÈ la  pyr id ine  f ro ids ,  1 ré t .her  é thy l ique,  Ies

a l c o o l s  é t h y l i q u e  e t  m é t h y l i q u e  b o u i l l a n t s .  L a  s o l u b i t i t é  n r e s t  q u e  p a r t i e l l e ,

même à  chaud,  dans  les  a lcanes  légers ,  le  su l fu re  de  carbone e t  le  té t ra -

chlorure de carbone.

IÏ . SAPONIFICATION

La sapon i f i ca t ion  d tenv i ron  1  g  de  c i re  b ru te  es t  e f fecÈuée dans

5O mI de soude éthanol ique N/2, par chauffage sous ref lux pendant 4 heures.

Lrhydrolysat,  est ensuite transféré dans une ampoule à décanter et di lué

avec 5OO ml dteau ou de préférence avec une solut ion de NaCl saturée. On

exËra i t  l r insapon i f iab le  avec  Èro is  porÈ ions  de  1OO ml  d ré ther  é thy l ique,

en  prenanÈ so in  de  la isser  Èoute  érmr ls ion  dans  l ranpou le .  Les  phases

éthérées réunies sont lavées trois fois a'rec 20 rul  de soude N/1O, puis

avec  des  por t ions  de  20  ml  d teau d is t i l l êe ,  jusqutà  neut ra l i té  des  eaux

de lavage. Après séchage sur NarSOO anhydrq puis évaporation du solvant,
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on ob t ien t  20  à  23  % d t insapon i f iab le .  La  phase aqueuse,  à  laque l le  on

ad jo in t  les  d i f fé ren tes  eaux  de  lavage,  es t  ac id i f iée  par  HCl  concent ré

e t  ex t ra i te  p lus ieurs  fo is  avec  1OO ml  d ré ther .

Ltextrai t  éthdié fourniÈ ainsi  65 à 71 7. dtune phase contenant proUâUle-

ment  la  to ta l i té  des  ac ides  de  no t re  c i re ,  phase que nous  appe l le rons

' ' @ ' ' , a u s s i b i e n p o u r 1 a c i r e e x t ' r a i t e d e l a t o u r b e q u e p o u r 1 a

cire extrai te de l IHm. Les pertes var ient suivant les manipulat ions entre

0 et 15 7".

La masse mola i re moyenne (voi r  c i -dessous)  de la  c i re ac ide

n taccuse  pas  de  d im inu t i on  no tab le  l o r squ ron  u t i l i se  des  temps  d thyd ro l yse

p lus  l ongs  (12  heu res  ou  24  heu res ) .  I l  en  es t  de  mâme lo rsqu fon  e f f ec tue

1a  sapon i f i ca t i on  à  p lus  hau te  t empéra tu re ,  c res t -à -d i re  en  u t i l i san t

cof l t rne solvant  le  g lycol  éthy lénique ou le  d i rnéthy l -su l fox ide.

La consonrnat ion de soude,  déÈerminée suivant  une méthode c lass ique

de  mesu re  des  i nd i ces  de  sapon i f i caÈ ion  (4O,  p .  181 )  es t  de  l r o rd re  de

I r4  m l l l i - équ i va len ts  (méqu iv )  pou r  1  g  de  c i re .  Les  dosages  e f f ecÈués  en

p résence  de  phéno1 -ph ta lé ine  ou  pa r  po ten t i omé t r i e ,  son t  peu  p réc i s  du  fa i t

de la  t rès grande complexi té du mélange de c i res et  de leur  for te colorat ion

b rune ,  d ta i l l eu rs  p lus  accen tuée  en  m i l i eu  bas ique .

rrr - 9+Eâ9IEEI gEI-QgEt -gEIyI-agIg

1o)  Gompos iÈ ion

Les résultats des analyses de divers échant i l lons sont donnés dans

le tableau I .  Les teneurs en oxygène sont obtenues par di f férence. Le pour-

centage drazote est dans Èous les cas infér ieur à t  %. Le taux de cendres

de nos  échant i l lons ,  dans  lesque ls  nous  nravons  pu  déce le r  n i  phosphore
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n i  s o u f r e ,

r é s u 1 Ë a t s

1  o n s .

nrexcède pas  o ,  L5  7" .  Les  écarÈs observés  en t re  les  d i f fé ren ts

t radu isent  un  cer ta in  manque d thomogéné i té  des  d ivers  échant i l -

:  E c h a n t i l l o n  :  C %  z  H %  :  O %  :

'  
C i r e  b r u t e  ' .  

7 6 , 9 4  .  t f , S S  .  f t , S f  :
'  

C i r e  b r u È e  '  
7 5 ,  1 8  .  t t  r O l  

'  
1 3 ,  1 5  :

.  C i r e  b r u t e  *  :  7 5 1 4 4  .  f O r S A  ;  f : , e A  :

.  Moyenne .  75  ,8  :  11 ,  3  
' .  

!2 r9  
'

.  C i re  ac ide  ' .  
74155 :  11106 

' .  
I4 r39  :

.  C i re  ac ide  ' .  
75r2O .  t f rO+ 

' .  
t3 r76  :

'  
Moyenne .  7419 .  t f rOS :  14rO5 :

'  I n s a p o n i f i a b l e  ' .  
7 8 , 7 4  .  t t r S O  

'  
9 , 7 6  :

'  
Insapon i f  iab le  ' .  

79 ,69  
' .  

I t ,27  :  9 ,O4 .
'  

M o y e n n e  '  
7 9 1 2  

' ,  
l ! r 4  .  g r +  :

TABLEAU I :  Composit ion centésimale de la cire brute

e t  de  l a  c i r e  sapon i f i ée .

! o )  Masse  mo la i re

Les  masses  mo la i res  moyennes  en  nombre  ( t ab leau  I I )  son t  dé te r -

m inées  dans  l e  ch lo ro fo rme  à  37oC pa r  t , onomét r i e ,  à  I t a i de  d fun  pon t  de

mesure  TKNAUERTI .  Pou r  ob ten i r  une  p réc i s i on  su f f i sanÈe ,  1a  concen t ra t i on

des  échan t i l l ons  do i t  ê t re  supé r i eu re  à  10  g / l i t r e .

*  Ana lyse  e f fec t ,uée par  le  serv ice  de  mic roana lyse  du  C.N.R.S.
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:  C i re  b ru te  :  C i re  ac ide  :  Insapon i f iab le  :

i  t t t t
: 106O
t  

9 1 5

: 1O3O

: 1o6s
: Moy. 1036+100

11 es t  dé terminé  se lon  la

er BUSIûELL (4Or P. 157) :  f  indice

les  doub les  l ia isons  é thy lén iques .

te rminer  1 r  insa t ,u ra t ion  des  hu i les

pond au poids dr iode, en grartrnes,

(voir  annexe I I) .

méthode de HANUS, modifiée par IORRIS

d r i o d e  e x p r i m e  I t a d d i È i o n  d r i o d e  s u r

Get  ind ice ,  u t i l i sé  sur tou t  pour  dé-

e t  des  gra isses  a l imenta i res ,  cor r€s-

f ixé par 1OO g de substance

634

643

6t5

727

695

800

'  
472

:480 :
' 500

: lloy. 484 * 50 :

i_-___-.--_____i-y_::::l:-_i---_ --___ __-i
TABLEAU II  :  Masse molaire moyenne des cires.

Pour  vér i f ie r  la  va l id i té  des  mesures ,  nous  avons  dé terminé la

masse mola i re  de  l fac ide  sÈéar ique.  La  va leur  Èrouvée es t  env i ron  1r3  fo is

trop forte,  tandis que cel le obtenue pour le stéarate de méthyle est cor-

rec te .  Cec i  s rexp l ique par  les  assoc ia t ions  par  l ia isons  hydrogène des

fonc t ions  COOH.  Néarmoins ,  pour  nos  échant i l lons ,  les  d i f fé rences  en t re

les  masses  mola i res  des  produ iÈs  méthy lés  e t  non méthy lés  nrexcèdent  pas

les  incer t i tudes  expér imenta les  :  par  conséquenÈ,  i l  n ry  a  pas  à  Èen i r

compte  dans  no t re  cas  drassoc ia t ions  in te rmolécu la i res .

3 0 )  l n d i c e  d t i o d e
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Les  résu l t a t s  de  p lus ieu rs  dosages  donnen t  des  i nd i ces  compr i s

e n t r e  4 3 r 1  e t  6 3 1 5  p o u r  l a  c i r e  b r u È e ,  e n t r e  4 O 1 6  e t  7 3 1 6  p o u r  l a  c i r e

a c i d e .  L a  d i s p e r s i o n  d e  c e s  r é s u l È a t s  m o n t r e  u n e  f o i s  e n c o r e  L a  d i f f i c u l t é

d rob ten i r  des  échan t i l l ons  de  compos i t i on  i den t i que .  D rau t re  pe r t . ,

i l  n r e s t  p a s  p o s s i b l e  d e  c o n n a î t r e ,  p o u r  I t i n s t a n È ,  l r i n f l u e n c e  d e  r é a c t i o n s

de subsÈi tut ion ou secondaires de l r iode avec les nombreux composés de

I a  c i r e .

40)  Indice de rnéthoxyle

Le dosage des  groupements  -O-CH3 (é thers  e t  esÈers  méthy l iques)

e s t  e f f e c t u é  à  l r a i d e  d e  l a  m é t h o d e  d e  Z E T S E L  ( 4 O ,  p .  1 6 5 )  ( v o i r  a n n e x e  I I I ) .

L t i nd i ce  de  mé thoxy le ,  nu l  avan t  mé thy la t i on  ( vo i r  annexe  IV ) ,  es t

vois in de 2r2 méquiv de groupement méthoxyle pour  1 g de c i re ac ide.

5 o )  A c i d i t é

11

10

9

I

7

ml méthyhe dc so<Iun N/5O

o

F i g . 1

1 2 3

: Exemple de

méthylate

dosage poÈent . io ,métr ique de

de sodium N/5O.

9 1 0

la  c i r e  ac ide  pa r  l e
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Les dosages sonÈ effectués en mil leu non aqueux, dans un mélange

benzène méthanol (4-t v/v) proposé par LUGOI{SI(A et Î'{AC}ITINGER (41). Une

pr ise  dressa i  d tenv i ron  0r1  g  d issouÈe dans  1oo ml  de  ce  mélange,  es t

t i t rée par du méthylate de sodium N/50 préparé dans le même rnélange.

Le  po in t  d téqu iva lence es t  dé ter :miné  par  po ten t iomét r ie  ( f ig .  1 ) .  Les

résu l ta ts  de  p lus ieurs  dosages donnent  une ac id i té  moyenne de  1ro  !  o r1

méquiv/g et de 2rr + or 1 méquiv/g, pour la cire brute et la cire acide

re spect ivemenÈ.

11 fau t  remarquer  que I tac id i té  to ta le  des  c i res  contenues

dans 1OO g de Hllrn (t+ g maximum) nrexcède donc pas 14 x 2rO : 28 méquiv.

El le nt intervienÈ dans Ia capaciré dtéchange de l tHrn (450 méquiv/1oo g

+ 30)  que dans  la  l im i te  des  incer t iÈudes expér imenta les .

6o) Fonct ions hydroxyle et carbonyle

Pour Ie dosage des fonct ions -OH, on ut i l ise une méthode

dracéÈy la t ion  par  l tanhydr ide  acé t ique en  présence de  pyr id ine .  
'L texcès

d t a n h y d r i d e ,  d é c o m p o s é  p a r  l t e a u ,  e s t  t i È r é  p a r  I a . s o u d e  a l c o o l i q u e  ( 4 o ,

p .  174) .

La  dé terminat ion  des  fonc t ions  C =  O es t  basée sur  la  réac t ion

de l thydroxy lamine avec  les  composés céÈon iques  (4O,  p .  17g) .

(Vo i r  annexes  V e t  V I ) .

D taprès  ces  dosages,  i l  y  aura iÈ  moins  drun  groupement  -OH

ou C = O pour 1OOO g de cire.

Toutes ces déterroinat ions sont,  souvent peu précises et peu

reproduc t ib les ,  à  cause de  la  g rande complex i té  du  mélange de  c i res ,

de  sa  fo r te  co lo ra t ion  brune ou  encore  de  la  so lub i l i sa t ion  len t ,e  des
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c i res ,  sur tou t  à  f ro id ,  dans  la  p lupar t  des  réac t i f s .  E l les  sont  sur tou t

ut i les dans le cas de composés chimiques purs et ne présenÊenÈ, dans notre

c a s ,  q u ' u n  i n t é r ê t  q u a l i t a t i f .

IV - ETUDE DE LIINSAPONIFIABLE

1o)  RéacÈions  qua l iÈa t ives  des  s té ro ls

L t insapon i f iab le  se  présente  sous  fo rme drune pâ te  3aune,  fondant

vers  55oC,  mo ins  co lo rée  que la  c i re  b ru te  ou  ac ide .  11  donne que lques

réac t ions  qua l i ta t i ves  des  sÈéro1s  e t  des  a lcoo ls  t r i te rpén iques .  Draprès

ASSELINEAU (39) ,  les  l ip ides  bac tér iens  ne  cont iennent ,  pas  de  s té ro1s ,

cont ra i remenÈ aux  l ip ides  d to r ig ine  fong ique.

a) Réaction de SAIKOIùSKI

Dans un tube à essais sec on ajoute 2 rnl  de H2SO4 concentré à

que lques  mg  d t i nsapon i f i ab le  d i ssous  dans  2  m l  de  CHC13  e t  on  ag i t e .  La

phase sul fur ique se colore en rouge et  jaune orangé.

b) Réaction de LIEBERMANN-BURCHARD

Dans un  tube à  essa is  sec  on  a jou te  que lques  gouÈtes  de  HrSOO

concent ré  à  que lques  mg dr insapon i f iab le  d issous  dans  2  mI  de  CHC13 eÈ

2 ml  d tanhydr ide  acé t ique.  I1  appara iÈ  une co lo ra t ion  v io le tÈe fugace

qui v ire au bleu, puis au vert .  Cette colorat, ion est stable pendant

que lques  heures  à  I tabr i  de  la  lumière .
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c)  Réact ion de ZAK

En présence de quelques ml de FerClU à t  
" /  

l i t re dans H,SOO

concentré et  de quelques ml  de CH3COOH indi f férent  à I 'anhydr ide chro-

m ique ,  l t i nsapon i f i ab le  déve loppe  une  co lo ra t i on  rouge -b run .

Le dosage color imétr ique suivant 1a méthode au perchlorure de

fer (  42) ne peut ôtre inÈerprété convenablement sans connaître 1a nature

exec te  des  composés responsab les  de  1a  co lo ra t ion .

20) Recherche de ,polyols

Nous  nous  son t rnes  demandé  s i  l a  sapon i f i ca t i on  ou  1 'hyd ro l yse

ac ide  nar  H,SOO N de la  c i re  b ruÈe l ibéra i t  des  g luc ides  ou  des  po lyo ls

(g l ycé ro l  pa r  exemp le ) .  En  e f f e t  H l lm  es t  f o rmé  de  g luc ides  e t  d ram ino -

ac ides  :  no t re  phase  l i p i d i que  pou r ra i t  donc  con ten i r  des  es te rs  de

g luc ides .  Après  hydro lyse  ac ide  par  H,SOO N ou HCI  N '  la  phase aqueuse

est  débar rassée des  c i res  par  ex t rac t ion  à  1 ré ther ,  pu is  concent , rée  pour

être étudiée par chromaÈographie sur papier.  En ut i l isant contrne éluant le

mélange pyr idine-benzène-butanol-eau-CHr@OH (3-1-5-3-1 v/v) et  corune

révélaÈeur le chlorhydrate de para-anisidine dans Ie méthanoI,  nous

evons pu  met t re  en  év idence un  sucre  réduc teur  (g lucose ou  ga lac tose) .

Par  mic ro-dosage basé sur  l toxydat ion  du  g lucose par  le  fe r r i cyanure  de

potass ium (43) ,  nous  avons  pu  dé terminer  que la  quant i té  d thexose présent

ntexcède pas 5 mg pour 1 g de cire brute.

Draut re  par t  nous  n tavons  pu  déce le r  la  p résence de  g lycéro l .

Les  quant iÈés  de  g luc ides  dé terminées  sont  donc  t rop  fa ib les

pour  p roven i r  de  l thydro lyse  de  g lyco l ip ides .  11  s rag i t  p robab lement  de

sucres provenant de HIIn qui sont entraînés au cours de l texÈract ion des

c i re  s .
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v - ETgtE-s-tE9T$9tggtI-a9E

1 o )  S p e c t r e s  U . V .

Le  spec t re  u l t r av io le t  des  c i res ,  en reg i s t ré  su r  un  spec t ropho -

tomèÈre  t tBausch  e t  Lomb spec t ron i c  505 ' r ,  es t  pauv re  en  dép i t  de  l eu r

co lo ra t i on .  Examinée  dans  l e  n -hexane ,  La  f rac t i on  des  c i res  so lub les

dans  ce  so l van t  p résen te  une  abso rp t i on  f a ib le  en t re  27o  e t  330  n rn  ( f i g .  2 ) .

2 0 )  S p e c t r e s  I . R .

Les  échan t i l l ons  son t  examinés  sous  fo rme  de  pas t i l l es  de

KBr  e t  l es  spec t res  son t  en reg i s t . r és  su r  un  spec t rog raphe  r r r .R .  457

Perk in -E Imer " .  Ces  pas t i l l es  son t  ob tenues  en  compr iman t  sous  une  p res -

s ion de 8 tonnes. .* -2 r r ,  mélange de 3 mg de c i re,  de 3OO mg de KBr

homogéné isé  p réa lab lemen t  en  p résence  de  1  m l  de  CHCI " .

a )  l , e  spec t re  IR  de  l a  c i r e  b ru te  ( f i g .  3a )  p résen te  l es

ca rac té r i s t . i ques  su i van t .es  :

-  Bande  t rès  l a rge  à  3420  cm- l  :  f onc r i ons  OH l i ées  pa r

l i a i son  hyd rogène  (44 ) .

-  Bandes inÈenses à 2960,  2920 et  2850 cm-1 drr""  aux groupemenrs

CH,  e t  CHr .

-  Bande  à  1740  
" * -1  

p ro . renanÈ  du  ca rboxy le  d ' es te rs  a l i pha t i ques .

-  Bande  à  t 710  
" * -1  

:  ca rbony le  de  fonc t i on  COOH.

-  Bande fa ib le et  large vers 1640 cm-1 provenant  sans douËe de

d o u b l e s  l i a i s o n s  é t h y l é n i q u e s .
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Fig .  2 :  Spec t re  UV de la  c i re  b ru te .  So lvant :  n -hexane.
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- tt+60 et 1375 crn-1 : bandes dues aux vibrations de déformation

des groupemenÈs CH, et C-CH3.

- Bande large à t26O *-1 qr. nous attribuons aux liaisons G-O

et au mode de déforrnation des groupements 0H.

- 72O cra-1 :  i l  sragit ,  drune bande carectér ist ique drun

enchalnement (CHr)n avec n) 4.

Le spectre I .R. de la cire acide (f ig.  3b) présente les Énes

carac tér is t iques ,  à  l rexcept ion ,  b ien  en tendu,  de  la  bande es ter  à  t7@ cm- l

b) La rnéthylat ion préalable de la cire acide conduit  au dépla-

cement de la bande à 1710 *r-1 r"r"  t74o em-l  ( t ransformation drun car-

boxyle en ester al iphat ique) et à l tappariÈion de bandes caractér ist iques

dres ters  méthy l iques  à  t26O,  120O e t  1170 cm-1.  Une absorp t ion  pers is te

- 1
à 34æ cm- ' ( f ig .  3c ) ,  ind iquant  peut -ê t re  une né thy la t ion  incomplè te  ou

la présence de f ,onct ions OH.

c) Spectre I .R. des sels de barlum (voir  préparat ion annexe VII)  :

nous l tavons déterniné af ln de vér i f ier I texistence de fonct, ions carboxy-

l iques. Le spectre obtenu (f ig.  3d) montre la dispari t , ion presque couplète

de la bande à 1710 cn-1 eÈ lrappari t ion dtune bande large à t58O cn-l

aÈt r ibuée à  l r ion  R-OOO-.

Lrexarnen de ces spectr€s suggère que noÈre cire acide est cons-

t i tuée par un rnélange dracides organiques à longue cbaîner peu ræif  iés,

certains dtentre eux pouvant être porÈeurs drun ou plusieurs groupeænts

hydroxy les.
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l,lorrbre dbnde cm-l

F i g .  3 :  S p e c Ë r e s  I R .  a :  c i r e  b r u t e ;  b :

méthy lée ;  d :  c i re  ac ide ,  se l  de  Ba l  e :

c i re  ac ide ;  c :  c i r e  ac ide

insapon i f  i ab le .
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d)  Spect re  I .R .  de  f  insapon i f iab le .

A  par t  la  quae i -absence d tabsorpÈion  dans  la  rég ion  17OO-175O crn- l ,

le  spec t re  I .R .  de  l t insapon i f iab le  ( f ig .  3e) ,  p résente  la  même a l lu re  que

les  spec t res  précédents .  Le  mélange do i t  ê t re  cons t i tué  pr inc ipa lement  de

composés à  longue chaîne ,  mono ou  po lyhydroxy lés .  r l  n res t  pas  poss ib le

au vu de ce sPeetre'  de metÈre en évidence dans le mélange la présence de

s t  é ro  1  s .

3o) Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les déplacemenÈs chimiques ô exprimés en ppm sonÈ mesurés par

rapport  au tétranéthylsi lane pr is cortr tre référence. Les spectres RMN de

la  c i re  ac ide  ou  de  l r insapon i f iab le  ( f ig .  4a  e t  4b)  conf i rment  la  s t ruc-

tu re  - (CH 
Z)n  

-  CH,  (p ic  inÈense à  LrZs  ppn er  mass i f  à  O,g5 ppm) .  Le

groupement -cH2-coo- est responsable du massif  observé vers 213 ppm dans

les  spec t res  de  la  c i re  ac ide  ( f ig .  4a) ,  du  docosanoat ,e  de  méthy le

( f i g . 5 a )  e t  d e  I t a c i d e  1 2 - h y d r o x y s t é a r i q u e  ( f i g . 5 b ) .  L e  m a s s i f  à

317 ppm ( f ig .  4a  e t  4b)  peut -ê t re  a t t r ibué  aux  a tomes d thydrogènes d tun

carbone por teur  d tune fonc t ion  a lcoo l  p r ima i re  ou  seconda i re  (c f .  f ig .5b) .

E n  c o n c l u s i o n ,  l e s  m é t h o d e s  c l a s s i q u e s  d r a n a l y s e ,  o u  I r é t u d e

spectrographique de noÈre cire,  avant ou après saponif icat ion, ne nous

fourn issent  que peu de  rense ignements :  i l  s tag i t ,  p robab lement  de  com-

posés à longue chaîne al iphat ique, peu ramif iée, comportant des groupe-

ments carboxyl iques et hydroxyles, et  peut-êt,re une double l ia ison.
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a)

SnrEl a
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? i g .  4 :  S p e c t r e s  R M N .  a :  c i r e  a c i d e ;  b :  i n s a p o n i f i a b l e .
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. b c d

clri.(cHrËcH2- coo ct{3

| | | | I

a 7 G 6 a 3 2 1 0

F(r)-

b)

tc'
c}b-(ctft -ctl -(gt) - cltz - cooH

. b d b c

d s b .

I  I  |  |  |  |  r -
l 7 C 5 a 3 Z r a

F{|)-

F i g .  5 :  S p e c t r e s  R M N .  a :  d o c o s a n o a t e  d e  m é t h y l e ;  b :  a c i d e  1 2 - h y d r o x y - s t é a r i q u e .
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CHAPITRE IIl

A N A L Y S E  C H R O M A T O G R A P H T Q U E  D E  L A C I R E

G R A S .

A C I D E .

I D E N T I F I C A l I O N D I A C I D E S

La f racÈ ion  sapon i f iab le  des  c i res ,  représentan t  env i ron  les

t ro is -quar ts  de  1a  c i re  b ru te ,  a  re tenu p lus  par t i cu l iè rement  noÈre  a t -

ten t ion  eÈ,  dans  la  su i te  du  présent  exposé,  i l  sera  exc lus ivement  ques-

t ion des cires présentant un caractère acide après saponif icaËion et

sépara t ion  de  l t insapon i f tab le .  Nous d i rons  que lques  mots  sur  1a  présence

dta lcoo ls  g ras  dans  l r insapon i f iab le  en  f in  du  $  r  de  ce  chap iÈre .

r - I9!ITIII9âTI9I-9:â9IPE9-gls-IâS-9839YâI993+IEI!-sr_try-!_gêzrytl_!gty)

1 o )  G é n é r a l i t é s .

Les acides gras, in i t ia lement chromatographiés sans transformation

chimique préalable par JAIîES et MARTIN en 195 2 (45),  sont généralemenr

é tud iés  sous  fo r .mes d tes ters  méthy l iques ,  a f in  d tob ten i r  des  p ics  p lus

symét r iques  e t  d taugmenÈer  la  vo la t i l i té  des  te rmes les  p lus  lourds .  De

très nombreux travaux, quron trouvera résumés par BURCHFIELD et STORRS (t6),

on t  é té  consacrés  à  la  sépara t ion  des  es ters  rné thy l iques  drac ides  gras

saturés ou insaturés. BERTHUIS (47)r pâr exemple, sépare les esters rnéthy-

l iques  des  ac ides  de  C,  à  a3O,  en  u t i l i san t  une phase s ta t ionna i re  apo-

la i re ,  L tAp iézon L .  Dans les  cond iÈ ions  u t i l i sées ,  le  t r iacontanoate  de

méthyle est élué au bout drenviron 110 minutes. KHAN er I{ l t r rHAM (48)

obt iennent à æ5oC lrélut ion du terme en CrO au bout de 75 minuÈes, à
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I ta ide  drune co lonne chargée d tune gra isse  de  s i r i cone ( taux  dr imprégna-

r ion  4o  7 . ) .  IORRISSON et  B ICK (26)  u t i l i senr  un  mélange de  s i l i cone SE_52

eÈ de carbowax 20 M ( 2 % eE or2 "ï .  respecËivement sur cél i , te) à 25ooc pour

la séparat ion des esÈers rnéthyl iques de cra à ca4. rKAl i t  er col l  .  (2)

chromatographient les esters des acides de c, z à czo sur une colonne

apo la i re  (Ap iêzon L ,  10  7"  sur  cé l i te )  e t  sur  une co lonne po la i re  (D E G s ,

15 % chromosorb I4I .A.1I.) .  SCHIff tZER et OGNER (37),  à l raide drune colonne

contenant 2r5 % de si l icone SE-30 sur chromosorb I^I  HI{DS, rê,aLisent la

sépara t ion  des  ac ides  de  CrU à  agO

Pour  no t re  par t ,  après  avo i r  essayé p lus ieurs  phases  s ta t ion-

na i res  (Sn-30,  SE-52,  Ap iézon L ,  OV-17)  avec  d i f fé ren ts  taux  dr i rnprégna-

t ionr  nous  avons  por té  no t re  cho ix  sur  la  s i l i cone OV-17.  Cet te  phase

stat ionnaire permet drobtenir  de très bons chromaÈograutrnes, aussi  bien

pour  les  es ters  méthy l iques  d tac ides  gras  que pour  les  acé ta tes  dra lcoo ls

gras ou les n-alcanes à longue chaîne.

1 1  e s t  p o s s i b l e ,  a v e c  l e  f a i b l e  t a u x  d r i m p r é g n a t i o n  u t , i l i s é  ( 2 r 5  % )

drobtenir  en moins drune heure, en prograrrnat, ion de température, la sépara-

t ion  des  t ,e rmes de  CrO U ar .  (vo i r  c i -dessous  f ig .  10) .  En opéraÈion

isoÈherme, le ÈéÈratr iacontanoate de méthyle peut être élué au bout

drenv i ron  25  minu tes  à  28OoC (vo i r  c i -dessous  f ig .  g ) .

20) Analyse par GPV à température de colonne constanÈe

Après avoir méthylé la cire (voir annexe IV) nous avons chercher

à  iso le r  e t  à  idenÈi f ie r  par  CPV les  ac ides  organ iques  les  p lus  s imp les ,

c res t -à -d i re  les  ac ides  gras  normaux.
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a) Principe

Pour une colonne donnée eÈ une tenpérature choisie,  le logari thme

des Èemps de rét,ent ion vrais tr ,  -  tyr relat i fs au Èemps de rétent ion vrai

dtun soluté choisi  cor lnrc référence, esÈ l ié l inéairement au nombre n

dtatomes de carbone dans une même série homologue (esters méthyl iques

dtac ides  gras  normaux,  acé t ,a tes  d fa lcoo ls  g ras  normaux l  n -â lcanes ,  e tc . . . )

à part i r  du terme en Cr.

t  :  temps de rétent ion dtun composé choisi  comae référence.o

tU :  temps morÈ de lrensemble injecteur-colonne détect,eur.

m e t n : c o n s t a n t e s .o

Le temps mort est déterminé par l r interval le de temps séparant

l r in jecÈ ion  e t  la  sor t ie  du  p ic  de  l ra i r .  Le  dé tec teur  à  ion isaÈion  de

f lanrme nré tan t  pas  sens ib le  à  l ra i r ,  i l  es t  nécessa i re  de  dé terminer

tM Par  un  ar t i f i ce  de  ca lcu l .  Nous avons  u t i l i sé  la  méthode de  GOLD (49) .

Pour trois esters rnéthyl iques dtacides gras normaux ayant 11, .2 et n3

atomes de carbone, et des temps de rétent ion t ,  e t ,  et  t3t  on déduit

d e  l r e x p r e s s i o n  ( 1 )  l e s  r e l a t i o n s  :

t 3 - t l
m  = - (2 )

' ^ ^  
t t  -  t "  

*  , ,n = m r o g E - j M  
o

tr, t temps de rétention du terme

de carbone.

.  
t 3 - t u

,-og -T-1  -M

,2  -  r t  1o (n2  
-  n t ) /m

( 1 )

de la sér ie ayant n atomes

E M =
1 _ 1o(n2 

- nr) lm
(3 )
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La réso lu r ion  des  équat ions  (  2 )  e t  (3 )  es t  e f fecÈuée par

approximat, ions success ives.

b) Condi t ions expér imenta les

-  Chromatographe r rPerk in-Elmer F 3ot tmuni  de deux colonnes et

deux détecÈeurs à ionisat ion de f lar rne.

-  Tempéra tures  de  l t in jec teur  e t

-  Température de colonne :  2OOoC

-  Gaz vec teur  :  N ,  i  déb i t  z  f r

-  Press ion  dra i r  :  170 kN/m2.

-  Press ion  drhydrogène :  tE  kN/n2

- Colonnes en verre :  Longueur :  6

t l4  de  pouce ;  phase s ta t ionna i re  :  OV-17,

80-1OO mesh.

c )  Résu l ta ts

détec t ion  :  3OOoC.

2800c.

par  minu te .

pieds ;  d iarnètre externe :

2r5 % sur chromosorb G AI.I DMCS,

de

e t

ml

La f ig.  6 reproduiÈ le chromatograune obÈenu avec not.re échant i l -

lon à 2OOoC. Le temps de rétent ion de référence to est le temps de réten-

t ion du pentadécanoate de méthyle, introduit  préalablement dans notre

échant i l lon. Le temps mort,  à 2oooc, déterminé par la méthode de GoLD (49),

à part i r  des données dtun chromatogramme ténoin des esters méthyl iques

des acides en Cr, ,  Ct6 et C22t est de Or 76 minute. Nous avons t ,racé la

dro iÈe de  ré fé rence ( f ig .  7 )  :  log  -% 

-  

3 -  =  an  *  b  (po in ts  no i rs ) .t o - t u

Les  pe t i t s  cerc les  représenten t  les  va leurs  de  log  l "  

-  

l "  en  foncÈion  du
t o - t M

nombre dratomes de carbone n* supposé pour chaque pic (voir  tableau I I I ) .
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Log t-tr
to-tr

F  i g .

Èrr-tM

courbe loe-_- t  
o - tM

*  f ( n * )  ob tenue  à  2OOoC.
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: Chromatogrenme tânoin : Chromatogr€ntrne échantillon :

1 q

16 :

2r35

3 ro

0

o,149

"15

1

o

o ,150

2r33

L6 3 r 0 3

: 1 8 : 5 r2 or446 2

3

18

L 9

5 r 1 g

7,  03

or44g

0 ,603

.  o q  .

.  r  t Jz 2 0 O rTl+O 4

5

20

2L

9 r45

1 3 ,  O

o ,744

0 ,893

z  2 2  :  1 8 r O  :  1 r O 3 5  z  6  z  2 2  z  ! 7 t 7  :  1 1 0 3 4  :

- - - - - - - - -

: : : : 7 2 2 3 : 2 4 1 5 ; 1 r 1 8 O :

:  :  :  :  8  :  2 4  :  3 3 , 6  z  L r 3 2 2  :

:  ?5 z 4617 : t , 467  :

: : : : 1 0 2 2 6 : 6 4 1 3 : 1 1 6 0 8 :

lab leau 1 I1  :  Résu l ta ts  de  l rana lyse  par  CPV à  æOoC d 'un

mélange Èérnoin et drun échant i l lon de cire.
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0n remarque que ecs cercles se pLacent sur la droi te de référence.

De cetÈe manière, on ident i f ie donc les esters méthyl iques des acides de

c16 à  c26 '

Le t,emps de rétention du terme 
"n 

c26 dépasse une heure à æooc.

Pour ident i f ier les termes supérieurs, i1 est nécessaire de diminuer leurs

temPs de rétenÈion. Pour cela, nous avons effectué une analyse à 2gOoC

(voir  f ig.  8),  les autres condiÈions chromatographiques restant inchangées.

Le temps de rétent ion du penÈadécanoate de rnéthyle éÈant trop faible dans

ces condit ions pour être mesuré avec une précision suff isante, nous avons

choisi  le Èerme 
"r 

c2o connre référence. Le temps mort à 2gooc, calculé

d f  après  les  temps de  ré ten t ion  des  te rmes en  C, ,^ ,  e2  e t  CrO vaut  1 ,03

m i n u t e .  L e s  v a l e . .  - ^  Â ^  r ^ ^  
t t  -  t "  

L ^  . : : .urs de log 
% 

- tM- 
obtenues à 28OoC (voir  rableau IV) se

placent conme précédenrnent en fonct ion de n* (pet i ts cercles) sur Ia

dro i te  de  ré fé rence (po in ts  no i rs )  (vo i r  f ig .  9 ) .

d )  Gonc lus ion

Ltensemble de ces résultats nous a donc permis de mettre en

évidence dans notre échant i l lon la présence dracides gras ayent de 16 à

34 aËomes de carbonê. On remarque (f ig.  6 et f ig.  8) la prépondérance des

acides à nombre pair  dtatomes de carbon€. La structure l inéaire de ces

acides sera conf irmée plus loin par spectrométr ie de masse.
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t - tn

E:rr

Èrr -tM

Fig .  9 :  Courbe log- f -  =  f  (n* )  obrenue à  2gOoC.- o  - M
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: ChromaÈogramne È&noin : Chromatograrme échantillon :

TABLEAU IV : Résultats

tânoin et

de  I t ana l yse  pa r  CPV à  28OoC d run  mé lange

d run  échan t i l l on  de  c i re .
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3o) Analyse quanÈitat ive des acides gras

a) Nécessité dtune progranrnat ion de température-

Pour  e f fec tuer  i tana lysé  quat r t i ta t i ve  par  CPv des  ac ides  gras

présenÈs dans la cire,  nous avons prêfêré opérer en prograruDation l inéaire

de température de 14ooc à 2oooc, à raison de 4oc par minute, les autres

condit ions chromatographiques restant inchangées. Cette opérat ion per:net

de déceler les composés qui seraient rapidement élués à æOoC eÈ masqués

par  le  p ic  du  so lvant .  D tau t , re  par t ,  e l le  per rne t  d rob ten i r  des  p ics  à

peu près  régu l iè rement  espacés  e t  de  la rgeurs  équ iva len t 'es .  Cec i  fac i l i te

en  par t i cu l ie r  la  dé terminat , ion  des  a i res  des  p ics  des  composés les  p lus

len ts  à  émerger  de  la  co lonne.  En e f feÈ,  à  tempéraÈure  de  co lonne cons-

tante, à surface égale, la largeur des pics augmente avec le temps de

rétenÈion tandis que leur hauteur diminue.

b)  Pr inc ipe  de  l rana lyse  quant i ta t i ve  (50)

La  masse m.  de  chaque so lu té  du  mélange esÈ propor t ionne l le  à

l ra i re  S .  du  p ic  cor respondant  :

m . : K .  S .
1 1 1

La dé terminat ion  abso lue  des  K.  es t  tou jours  Èrès  dé l i ca te .  Pour

lever  ce t te  d i f f i cu l té ,  on  incorpore  dans  1réchant i l lon  à  ana lyser  une

masse n".  de subsÈance étalon, nt interférant pas avec les auÈres composés.
ti

On peut  ln t rodu i re  un  coef f i c ien t  re la t i f ,

K .  m .  S.  
- - i  - i  - E

K . = - : - X -r  K -  m _  u .
t I . 1
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Pour  dé terminer  les  coef f i c ien ts  k r r  on  réa l i se  un  mélange é t ,a lon

de composit ion voisine de cel le du mélange à analyser et contenant une

masse *E d. substance étalon.

Lorsgue les composés et 1rétalon appart iennent à une même série

homologue, on admet généralement ki  :  1.  Dans ces condit ions, la propor-

t ion  en  % du cons t i tuant  i  dans  le  rné lange es t  ob tenu par  l rexpress ion  :

1oo n' si *E 
* 1oo

a .  :  - : ' - -  Àr . m u E m

où m représente  Ia  masse to ta le  de  c i re .

La proport ion du const i tuant i  par rapport  aux esters totaux

é lués  esÈ donnée par  :

" :  : i x 1 o ou.  _ 
xr '  ^  .

c) Etalonnage

Nous avons  par  p récaut ion  réa l i sé  un  mélange é ta lon  d tesÈers

méthy l iques  drac ides  gras  normaux,  a f in  de  vér i f ie r  la  va l id i té  de  k .  =  1 .

La substance de référence est le pentadécanoate de méthylê. Lr intégrat ion

des di f férents pics est ef fectuée par découpage du_chromatograrme et pesée

du pap ier .  Les  résu l ta ts  ob tenus  sont  exposés  dans  le  tab leau (V) .
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. a ^ .

:  :  m .  : p o i d s d u .n  1 -
:  :  e n m g  : P r c e n m g :  1  :  i  :  m .  :

I

a .

:  15  t  L3r7 t  z  t+8 ,1  :  :  1  :  :

z  t 6  z  t r 2 7  :  4 1 4 5  : L r 2 7  :  l r O O  :  ( 1  % :

:  1 8  :  5 , 7 7  : t 9 r 3 9  :  5 1 5 3  :  1 r O 4  z  4 , 2 %  :

: 2 0 : 2 r O O : 7 1 1 6  z  2 r O 4  :  O , 9 8  z  2  %  :

: 2 2 2 4 1 5 9 : t 7  106  z  4186 z  O r 9 4  : 5 r 9  %  :

24 R O ?

:
2 9 , 3 3  :  8 1 3 6 t rOT 6 1 4  " L  :

z  2 6  :  9 , O 7  :  3 3 , 7 4  :  9 1 6 2  :  O r 9 4  z  6 , !  %  :

z  2 8  z  4 r O 9  z  I 4 r 7 7  :  4 r O 4  :  1 r O 1  |  ! r 2 %  :

ÎABLEAU V : Résu l ta ts  de  1ré ta lonnage drun  mélange d tes ters

méthy l iques  drac ides  gras .

Le chromatogramre est obtenu par injection de t pl,L de mélange

conÈenant * i  *g drester dans environ 10 ml de chloroforme. Dans la colon-

ne mr*r nous donnons la composiÈion du mélange calculée draprès

s i
t r r , *  : ; :  x  mor  c l es t -à -d i re  en  supposan t  k -  =  1 .

t " E r - 1

Arn,*
L | écart, re latlf 

r' '
Ë 

avec le poids réel du composé i  dans le
I

dépasse pas 7 %. De rnême lrécart  de k.  avec lruniÈé ne dépasse

N o u s  a d r n e t t o n s  d o n c  k . : 1  p o u r  1 t a n a l y s e  d e  l a  c i r e .

mélange ne

pas 7 %.
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d) Analyse quant iÈat ive de la cire

Après avoir  dissous dans environ 2 rnl  de CHC13 4tr44 mg de cire

méthylée et to:  2191 mg de pentadécanoate de méthyle (qui ne se trouve- E

qu 'e 'n  t rès  fa ib le  p ropor t , ion  dans  la  c i re ) ,  on  in jec te  L  p l  du  mélange

obtenu. Le chromatogramne obtenu est reproduit  f ig.  10, les résultats sont

exposés  dans  le  tab leau VI .

Ces résultats démont,rent une prépondérance des acides gras à

nombre pair  dtaÈomes de carbone. Ceux-ci  représentent 83r1 7. des composés

élués, tandis que les acides à nombre impair  dratomes de carbone ne re-

présenten t  que 713 %.  Les  ac ides  les  p lus  abondants  sont  les  ac ides

té t racosano lque e t  hexacosano ique.  La  rêpar t i t ion  Èrouvée re jo in t  les

résu IÈats  ob t .enus  par  d tauÈres  auÈeurs  à  par t i r  d rau t res  échant i l lons  de

cire, en part icul ier l ,oRRTssoN er BrcK (26),  rvAI{ovA (2S), SCHNITZER er

OGNER (gZ) et KttAl . t  et  SCHNITZER (38),  précédenrnent ci tés (voir  chap. I) .

Les  ac ides  gras  cons t iÈuent  2 t r4  % de la  c i re .  Les  subscances

restanÈes sont insuff isannnent volat i les pour être analysées par CPV

mêrne après acétylaÈion par I tanhydride acét ique dtéventuels groupemenÈs -OH.

Nous avons  dra i l leurs  remarqué qu te l les  se  déposent  dans  le  condu iÈ en

verre dont est pourvu I t in jecteur du chromaÈographe.

La  propor t ion  drac ides  gras  dans  l rac ide  humique es t  donc  de

l ro rdre  de  1r t  % e t  de  0r4  % dans  la  tourbe .  Les  c i res  ob tenues après

oxydat ion peracét ique de HHm ne cont iennent pas draeides gras, ni

d rau t res  subs tances  ident i f iab les  par  CPV.
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,  
"  

t  t :11" -9 "  z  a i% ,  o t " t  r r  
"  

,  Po ids  du '  a i% i  a rz  :
!  !  

p l c m g  
!  .  p l c m g

z  L 6  :  1 1 3 8  :  O r ? 5  : 26  :  31 ,98  :  5 ,9O  :  24 ,95  :

:  1 7  :  -  :  -  :  -  : z  2 7  :  1 1 5 0  :  O r 3 O :  1 1 1 5  :

:  1 8  :  I L r 6 5  :  2 r t 5  :  9 r 1 O : z  2 8  z  L 6 , 6 8  :  3 , 1 O :  1 3 , 0 0 :

:  t 9  z  O r 4 9  :  O r 1 0  :  O r t û  z z  2 9  z  O r 7 4  :  O r 1 5  :  O r 5 5  :

1  1 n  . .

: 20 :

. t 1
.  - L

: 22 :

3 ,93 o ,70 3 r05

or  60

- ; ; ;

:  O r 9 5 3 r95

or20

2 , t o

5 r 0 5

o r26

2 ,69 o r  50

:  2 3  z  2 1 2 5  :  O r 4 O  .  7 , 7 5 : :  3 4  :  1 r O 1  :  O r 2 O  :  O , 8 O  :

24 24,60 4 ,55 19,20 72 ,3 t 2 1 8 9 , 6 0

z  ?5  z  3142 :  0165 z  2 ,65  : :  TOTAL :  728,23  z  23 ,7  :  1OO :

TABLEAU VI  :  Analyse quant i ta t ive de Ia c i re.

P i c  de  ré fé rence  Cr ,  :  38 ,02  mg)

4 o )  T d e n t i f i c a t i o n  d r a l c o o l s  g r a s  d a n s  I r i n s a p o n i f i a b l e

L tana l yse  ch roma tog raph ique  de  l r i nsapon i f i ab le ,  acé ty1é  ou  non

pa r  l r anhyd r i de  acé t i que ,  nous  a  pe rm is  de  l a  même man iè re  d r i den t i f i e r

des  a l coo l s  g ras  no rmaux  de  CrU  à  CgO pa rm i  d rau t res  subs tances .  L tensemb le

des  subs tances  i den t i f i ées  ne  rep résen te  guè re  p lus  de  15  7 .  de  l r i nsapo -

o  r77

7  r52

o r  15

t rÆ

^ ^ q
V t V J
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n i f i ab le .  La  répa r t i t i on  des  a l coo l s  g ras  en  fonc t i on  du  nombre  d ra tomes

de  ca rbone  es t  ana logue  à  ce l l e  des  ac ides  g ras  (p répondé rance  des  a l coo l s

p ras  en  C^ ,  e t  C^ . ) .  S igna lons  d rau t re  pa rÈ  l r absence  d thyd roca rbu res .
" z + z o

Conrne  l a  c i r e  ac ide ,  l r i nsapon i f i ab le  con t i en t  donc  une  ma jo r i t é  de  subs -

t . ances  t rop  po la i res  ou  t rop  peu  vo la t i l es  pou r  ê t re  i den t i f i ées  pa r  CPV.

La  p ropo r t i on  d ta l coo l s  g ras  dans  nos  c i res  es t  ne tÈemenÈ in fé r i eu re  à

la  p ropo r t i on  d tac ides  g ras  e t  l es  cé r i des  v ra i s  ne  consÈ i tuen t  donc

q u r u n e  f a i b l e  p a r t i e  d e s  c i r e s  b r u t e s .

I I . 9T}9Y{I99$TEI T -9 :êPIg}TTIgI.9.E -Lâ- 9IBT.9gI.9E! -98.S- I LIg g

Af in  de  déba r rasse r  1a  c i re  des  ac ides  g ras  i den t i f i ab les  pa r

CPV e t  de  pe rme tÈ re  une  i den t i f i ca t i on  p lus  f ac i l e  des  au t res  cons t iÈuanÈs ,

nous  avons  e f f ec tué  une  sépa ra t i on  de  l a  c i r e ,  en  p lus ieu rs  g roupes  de

substances,  par  chromatograPhie sur  colonne de gel  de s i l ice.

1o )  Mode  opé ra to i re

Nous chromatographions envi ron 5OO mg

dans quelques ml  de benzène,  sur  une colonne de

nan t ,  1OO g  de  'K iese lge l  Merck r r '  O rO5  -  O r2  run .

L r  é lu t i on  es t  e f f ec tuée  success i vemen t

- 600 ml de benzène : éluat A.

de c i re  méthy lée ,  d issoute

2r5 cm de diamètre conte-

par :

-  11OO ml de chloroforme :  éluat B.

-  25O ml d'éther éthyl ique :  éluaÈ C.

- 5OO ml de méËhanol :  éluat D.

- 1oo m1 dtun mélange acide acét ique-méthanol-éther éthyl ique

( 6 0 - 2 0 - æ ) :  é l u a t  E .
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-  1OO m l  d ' un  mé lange  py r i d i ne -ch lo ro fo rme  (60 -4O)  :  é1ua t  F .

Ap rès  évapo ra t i on  du  so l van t ,  l es  d i f f é ren ts  é lua ts  son t  rep r i s

par  du benzène et  f  i l t rés sur  I ' l { i l l iporerr  de d{amètre Ë ^.1t ,  a f in

d té l im ine r  l es  t r ès  f i nes  pa r t i cu les  de  ge l  de  s i l i ce  qu i  son t  en t ra înées

a u  c o u r s  d e  l t é l u t i o n .

2 0 )  R é s u l t a t s

Le  tab leau  V I l  donne  l es  rendemen ts  des  d i f f é ren ts  é lua ts ,  l eu r

masse mola i re moyenne en nombre déterminée par  tonomét, r ie  et  leur  compo-

s i t i on  cen tés ima le .  La  f i gu re  11  rep résen t ,e  l es  spec t res  IR  des  d i f f é ren tes

f r a c t i o n s .

Les per tes  e t  les  subs tances  adsorbées  i r révers ib lement  sur  la

co lonne ne  dépassent ,  pas  7  % de Ia  masse in i t ia lement  mise  en  jeu .

-  :  C o m p o s i È i o n % ,  O  p a r  d i f f é r e n c e  -  a , - - - -: -  :  Rendemen t  '  
- - - - r  -  E - -  :  Masse  :

I - r acEron
:  :  %  a  I  :  u  !  * ,  :  ^  : M o l a i r e :

U r r r t V

'  A  .  2 5 r O  ' .  7 7 1 9 ' .  t 2 , 5  :  -  ' .  
9 1 6  

' .  4 2 O  ,

44 ,6  
' .  

tS  ,  Z  ;  L ! ,2  
t .

'  
C  -  8 r 5  

'  
T O r t ' .  9 r 4 ' t r a c e s .  ? 0 r 5 '  7 1 O  :

'  
D  

' .  
! 4 , 8  :  6 6 , 4 :  8 , 4 ' .  -  :  D , 2 .  1 Z S O  .

73?5

. TOTAI, 9 9  , 2

460; ---11:i--:

Résu l ta t s  du  f racÈ ionnemen t  de  Ia  c i r e  su r

c o l o n n e  d e  g e I  d e  s i l i c e .

TABLEAU VlI :
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Àbmbrc d'ondc

F i g .  1 1 :  S p e c t r e s  I R  d e s

gel-  de siLice de la clre

d i f fé ren ts  é lua ts

acide méthylée.

obtenus par chrcmatograPhie sur
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La  po la r i t é  c ro i ssan te  des  é luan ts  do i t  f ou rn i r  des  f rac t i ons  de

p lus  en  p lus  po la i res  e t  I t on  do iÈ  re t rouve r  dans  l a  f r ac t i on  A  Ies  com-

p o s é s  l e s  m o i n s  p o l a i r e s ,  c r e s t - à - d i r e  l e s  e s t e r s  r n é t h y l i q u e s  d e s  a c i d e s

g ras  p fécéde rsnen t  déc r i t s .  L tana l yse  qua l i t a t i ve  e t  quan t i t aÈ i ve  pa r  CPV

mon t re  qu ron  re t rouve  e f f ec t i vemen t  dans  Ia  f r ac t i on  A  tous  l es  composés

p récéde runenÈ  révé lés  pa r  CPV e t  qu r i l s  cons t i t uen t  l a  quas i - t o ta l i t é  de

cetÈe f ract ion.  Ceci  est  conf i rmé par  le  rendement en é luat  A (25 "L)

comparé  aux  résu l t aLs  de  l r ana l yse  quan t i t a t i ve  pa r  CPV (23 '7  % de  subs -

tances  é luées ) ,  l a  masse  mo la i re  moyenne  (4n ) ,  a i ns i  que  pa r  l e  rappo r t

ca rbone /hyd rogène  (6 r2  con t re  6  pou r  un  esÈer  mé thy l i que  d rac ide  g ras

s a t u r é ) .

La  f racÈ ion  B  (p ra t i quemen t  45  % de  l a  c i r e  ac ide )  con t i en t  t r ès

peu  de  subs tances  vo la t i l es  en  CPV,  I es  au t res  n ren  con t i ennen t  pas  du

tou t .  Pou r tan t ,  l e  spec t re  i n f ra - rouge  de  I ré lua t  B  d i f f è re  t r ès  peu  de

ce lu i  de  l a  f r ac t i on  A ,  s i  ce  n res t  I r abso rp t i on  à  3450  c rn -1  a t t r i buab le

à  des  g roupemen ts  hVdroxV les .  De  même,  l a  masse  mo la i re  es t  à  pe ine  p lus

é1evée .

Le spec t re  RMN ( f ig .  12)  p résent ,e  la  sÈruc ture  - (cH2)  -cH3r

quo ique le  mass i f  à  Or85 ppm ne so i t  pas  t rès  neË.  Les  au t res  carac tér is -

t iques  sont  :  le  mass i f  vers  2 r3  ppm ( -Ct t r -COO) ;  le  p ic  à  3 ,7  ppm

(-COOCttr)  auquel semble se superposer un massif  at t , r ibuable à des protons

du  t ype  -CH(OH) -  ( c f  spec t res  5a  e t  5b ) .

La  compos i t i on  cen tés ima le  de  l a  f r ac t i on  B  es t  t r ès  vo i s i ne  de

la  compos i t i on  d rune  mo lécu le  moyenne  con tenan t  25 .a tomes  de  ca rbone  ( l a

longueur de chaîne moyenne des ac ides gras est  de 24) ,  4 aËomes droxygène

(dont  le  g roupement  -COOCH3)  e t  deux  s i tes  d r insa tura t ion  supp lémenÈai res
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( s o i t  C Z S H + 3  0 2  - C O O C H T ,  M : 4 1 0 )  :  C :  7 3 r t 7 % ; H :  t ! t 2 2 % ; Q  z  t 5 , 6 L % .

Par  dosage  ac id i rnéÈr ique  ( vo i r  chap .  I I ,  $  I I I ,  5 ) ,  nous  avons

vé r i f . i ê  que  I t ac id i t é  rés idue l l e  de  1 té lua t  B  es t  nu l l e ,  comp te  tenu  des

incer t i tudes expér imenta les et  que la raéthy laÈion des fonct ions GOOH est

comp lè te .  Une  nouve l l e  sapon i f i ca t i on  de  ce t  é lua t ,  su i v i e  d fune  mé thy la -

t i o n  e È  d r u n e  a n a l y s e  p a r  C P V ,  m o n t r e  q u r i l  n t y  a  p a s  d t a c i d e s  g r a s  s u p -

p lémen ta i res  l i bé rés .

La  non -vo la t i l i t é  des  composés  de  Ia  f r ac t i on  B  peu t  ê t re  a t t r i buée

à la présence de fonct ions oxygénées,  cor t rne en témoigne Ia composi t ion centé-

s ima le .  Ces  mo lécu les  p résen tenÈ  une  s t ruc t , u re  p lus  comp lexe  que  ce l l e  d run

ac ide  mono-a l coo l  ou  d run  d iac ide  sa tu ré ,  pu i sque  nous  avons  pu  ch roma to -

graphier  a isémenÈ, comme t&noins,  1es esters méthyl iques des ac ides f lono-

hyd roxy lés  en  CrU  
"a  

C1g ,  a ins i  que  l e  d iac ide  en  Cr r .  11  es t  poss ib le

éga lemen t  que  l es  composés  de  l a  f r ac t i on  B ,  t r ès  sens ibLes  à  l a  cha leu r ,

se  po l ymér i sen t  f ac i l emen t  dans  I t i n j ec teu r  du  ch roma tog raphe .  En  e f f e t ,  -

l es  subs tances  no i r c i es ,  déposées  dans  l e  condu i t  en  ve r re  don t  esÈ  pou r -

vu  I ' i n j ecÈeur ,  ne  se  red i sso l ven t  pas  dans  l e  ch lo ro fo rme  bou i l l an t .

Dans  l es  f r ac t i ons  su i van tes  (C ,DrErF ) ,  l e  t , aux  d roxygène  augmen te

en  même temps  que  Ia  masse  mo la i re .  L r i nsa tu ra t i on  semb le  éga lemen t  aug -

men te r ,  comme le  mon t re  l r abso rp t i on  IR  de  p lus  en  p lus  ne t t , e  en t re  155O

- 1
e t  1 6 5 0  c r n - '  ( f i g .  1 1 ) .

III . CONCLUSION

L I analyse par CPV

acides gras normaux de CrU

acide et de détecter dans

de la  c i re  ac ide  nous  a  permis  d r ident i f ie r  des

à ar4 ,  qu i  cons t i tuent  env i ron  22  % de la  c i re

l r i n s a p o n i f i a b l e  d e  p e t i t e s  q u a n t i È é s  d t a l c o o l s
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g r a s  d e  C r O  à  C : 0 .

Par  chromatograph ie  sur  co lonne de  ge l  de  s i l i ce ,  nous  avons  réuss i

à  séparer  les  cons t i tuants  de  la  c i re  ac ide  en  s ix  g roupes de  subs t ,ances ,

Ie  p remier  d ren t re  eux  contenant  les  ac ides  gras  ident i f iés  par  CPV.
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CHAPÏTRE IV

T D E N T ] F I C A T l O N  D E S  C O N S T I T U A N T S  D E S  C l R E S  P A R

U T I L T S A T I O N  C O U P L E E  D E  L A  C H R O M A T O G R A P H I E  E N

P H A S E  G A Z  E U S E  E T  D E  L A  S P E C T R O M E T R I E  D E  M A S S E

(c  p  v  -  s  u)

A f i n  d e  v é r i f i e r  l a  s t r u c t u r e  d e s  a c i d e s  g r a s  i d e n t i f i é s  p a r  C P V '

nous  avons  é tud ié  l es  specÈres  de  masse  co r respondan t  aux  d i f f é ren ts  p i cs

ch roma t ,og raph iques .  Ces  spec t res  on t  é té  e f f ec tués ,  sous  70  eV ,  pa r  l e

cen t re  de  spec t romé t r i e  de  masse  de  l a  Facu l t é  des  Sc i , ences  de  S t rasbou rg .

I . ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DE LA FRAGI{EMATION DES ESTERS },IETHYLIQUES DIACIDES

GRAS EN SPECTROUETRIE DE I4ASSE.

Les  spec t res  de  masse des  es ters  méthy l iques  à  longue chaîne  sont

b ien  connus depu is  les  t ravaux  de  RYHAGE e t  STENHAGEN (51) .

Les  p ics  les  p lus  impor tan ts  dans  le  spec t re  de  masse (70  ev)  des

e s t e r s  m é t h y t i q u e s  d r a c i d e s  g r a s  s a t u r é s  1 i n é a i r e s  ( 5 1 ,  5 2 )  s o n t  d u s  à  d e s

ions contenant de I  t  oxygène :

a p p a r t e n a n t  à  l a  s é r i e  m f e  : 5 9  *  1 4  n ,  e n  p a r t i c u l i e r  :

m f e  : 8 7  ( n  :  2 ) ,  1 4 3  ( n  =  6 ) ,  U  -  4 3 ,  l ' {  -  2 9 ,

les  deux  dern ie rs  p rovenant  de  la  per t ,e  de  (CH2)3  +  H eÈ de (CH2)  
2+ 

H

respec t ivement .

[ . r r -o-c- (cn2)n ]
0
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D t a u t r e  p a r t  t

ÙIac LAI'FERTY

l e  p i c  d e

suivant  1e

H

b a s e ,  m / e

schéma :

-  7 4 ,  p r o v i e n t  d r u n réarrangement de

Les autres ions imPortants sont :

l r i o n  m o l é c u l a i r e  m / s  =

l f i onmfe=M-31  ' f

I
perÈe du méthoxyle ;  L

les ions correspondant

G ' H 2 r , - 1 ' a b o n d a n t s

m a s s e ,  j u s q u e  n :  7 .

[ . t - . - ; - (cn2)n

Fragment

neut  re

+ 
correspondant à latt, 

]

à des  f ragments  a lky les  C. ,  H2. ,  +  1  
e t

un iquement  pour  les  fa ib les  nombres  de

-  (cH^) -  cH^l  +
z m  J l

J

du  ca rbone  te rE ia i re ,  donnan t  na i ssance

. C H
t

cHg

/PcH1t
-fr I,*\* 

l- 
Rct-EcH2

J
m / e  =  1 4

M ;

-  c  -  ( cH^)
, ,  l î

o

Les spec t res  de  masse des  es ters  méthy l iques  drac ides  gras  mono

ou po lysubs t iÈués  par  des  groupements  méthy les  ou  au t res '  on t  éga lement  ê tê

étudiés par RYHAGE eÈ STENTTAGEN (51, 53, 54).  La présence du subst i tuant

méthy le  p rodu i t ,  dans  la  p lupar t  des  cas  un  e f fe t  p rononcé sur  le  spec t re

d e  m a s s e .  L r i o n  m o l é c u l a i r e

se fragmente de préférence au niveau
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eux 10ns

F', 
- . - 

; 
- (c'2)i * ". [.,, 

- o
m f e :mle=59*14n

-  c  -  (cH^)
, ,  l î

o
59+14n+28

CH
I

GH

qu i  d i f fè ren t  de  28  un i tés  de  masse.  Le  p ic  de  l r ion  méthoxycarbony le  in te r -

méd ia i re  mfs  =  59  *  14n +  L4 ,  qu i  d i f fè re  de  14  un i tés  de  masse des  deux  ions

précédents ,  es t  t rès  pe t i t ,  sau f  pour  les  esÈers  du  type  an té iso ,  pour  les -

que ls  les  p ics  à  * / "  =  ! t  -  57  e t  mfe  :  î4  -  29r  quo ique imPor tan ts ,  son t  p lus

peËiÈs  que le  p ic  à  m/e  :  M -  43 .  Les  es ters  du  type  an té iso  se  d is t inguent

également des esters normaux par un pic à m/e = 14 - 29 plus intense que le

p ic  à  mfe :  l , l  -  31 .  Les  es ters  du  type  iso  donnent  un  spec t re  de  masse Èrès

vo is in  du  spec t re  de  leurs  i somères  normaux,  ma is  la  p résence drun  pe t i t  p ic

à r /"  = [r{  -  65 indique Ia présence drun groupement,  isopropyle.

II - RESUI.JTATS OBTENUS AVEC NOS PRODUITS.

1o)  IdenÈi f i ca t ion  des  es ters  méthy l iques  drac ide 'g ras  contenus  dans  la  c i re .

Les  d i f fé ren ts  spec t res  sont  ob tenus  à  7O eV à  I ta ide  d tun  spec t ro -

mètre de masse rr l l (Brt  ;  celui-c i  est précédé drun chromatographe en phase

gazeuse dans lequel les di f férents composés sont,  séparés sur une colonne

de s i l i cone OV -  1 .  Ces  spec t res  sont  reprodu i ts  en  d iagranune l inéa i re

( f ig .  13  à  Z3) .  Les  p ics  in fé r ieurs  à  0 r5  % du p ic  de  base ne  sont  pas

représenÈés.  L r ion  le  p lus  abondant ,  dont  le  p ic  es t  p r is  éga l  à  1OO %

( p i c  d e  b a s e ) ,  e s t  d a n s  È o u s  l e s  c a s  l r i o n  à  * / " : 7 4 .

Nous trouvons également les ions de la sér ie mle = 59 * 14n, en

par t i cu l ie r  à  m/e  =  87 ,  143,  M -  43 ,  l l  -  29  e t  les  ions  à  m/s  =  M,  m/e  =  M -  31 .
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Nous ne pensons pas que la chaîne l inéaire soiÈ subst i tuée par un

groupement méthyle, ou autre, car cette subst i tut ion se traduirai t  Par une

anomal ie  dans  I ta l lu re  généra le  du  spec t re ,  spéc ia lement  dans  la  sér ie

mle :59  *  14n.  Rappe lons  drau t re  par t  que les  va leurs  des  abondances  re la t i ves

peuvent  d i f fé rer  en t re  deux  spec t res  d tun  même composé,  ma is  l ra l lu re  généra le

du spec t re  ne  dépend pas  des  cond iÈ ions  opéra to i res  (52) ,  sous  réser : r re  qur i l

n ry  a iÈ  pas  de  dégradat ion  thermique impor tan te  de  1 téchant i l lon .

Nous avons comparé les spectres de masse des esters méthyl iques de

notre cire evec les sPectres dréchant i l lons purs obÈenus par RYHAGE et

STENIIAGEN (52),  en nous l imitant aux ions oxygénés, 9ui sont les plus carac-

tér ist iques de Ia fragmentat ion des esters méthyl iques à longue chaîne

(vo i r  f ig .  24  à  3 I ) .  Dans aucun des  cas ,  i l  n 'appara î t  d 'anomal ie  dans  Ia

s é r i e  m l e : 5 9  *  1 4 n .  L e  p i c  à  m / e  =  M  -  3 1  e s t  p l u s  g r a n d  q u e  I e  p i c  à

m / e :  M  -  2 9 ,  s a u f  p o u r  l e s  t e r m e s  e n  C r ,  ( f i g '  1 9  e t  3 O ) '  C r ,  ( f i e '  2 L ) '

C r r G . i e . 2 3 ) . L r e x p l i c a t i o n e n e s t d o n n é e c i - d e s s o u s '

L fabsence de  p ic  à  m/e  -  M -  65  nous  permet  d técar te r  les  s t rucÈures

du type iso .  La  seu le  except ion  concerne I rac ide  
" t  

t r . '  Pour  leque l  on

t r o u v e  u n  p e t i t  p i c  à  m l e =  2 7 O  ' 6 5  =  2 O 5  ( f i g '  1 3 ) '

20) Anomalies

a) Le sPectre de 1a f igure

drun pic imporÈant à m/e = t49. Ce

dres ters  rné thy l iques  subs t i tués  par

de méthano l  e t  d reau (199-32-18)  à

13 ( te rme 
" .  

C16)  révè le  la  p résence

pic correspond, dans le sPectre de masse

un méthy le  en  Pos iÈ ion  10 ,  à  la  Per te

p a r t i r  d e  l f i o n  ( 5 3 )  :

f--'-:-(cH,), ïJ.
mle :  t99
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Lr in tens i té  insu f f i san te  du  p ic  à  m/e  =  !99 ,  nous  condu i t  à

re je te r  ceÈte  s t ruc tu re .  En fa i t  i l  s rag i t  p robab lement  d 'un  ar té fac t

provenant dtune contaminat ion par du dioctylphtalate souvent ut i t isé

dans les  pompes à  d i f fus ion  drhu i le  du  sys tème d t in t roduc t ion  (55) .

D r a u t r e  p a r t ,  l a  p r é s e n c e  d r u n  p e Ë i t  p i c  à  m f e :  æ 5  ( U  -  6 5 )  s e m b l e

p la ider  en  faveur  d rune s t rucÈure  iso  pour  le  te rme 
" t  

C16 1 t ' l=  270) .

b)  Le  spec t re  de  masse  du  te rme  
" t  

C2O ( f i g .  15 )  con t i enÈ  un

ce r ta in  nombre  de  p i cs  d i f f i c i l emen t  a tÈ r i buab les  à  un  es te r  mé thy l i que

normal  ou ramif i  ê .  La hauteur  du p ic  à * / "  = 99 est  anormale a ins i  que

la  p résence  de  pe t i t s  p i cs  à  m fe :  t t 4 ,  126 ,  t 84 ,  196 ,  295 ,  306 '  324 .

I l s  ind iquent  la  p résence en  fa ib le  p ropor t ion  d tun  composé non

ident i f ié ,  p robab lement  insa turé  (p ic  à  mfe  :  324) ,  é Iué  en  même Èemps

que l fe icosanoaÈe de rné thy le  (ac ide  en  C26r  I t :326) .

c )  Les  specÈres  des  es ters  des  ac ideé 
" t  

C25 ,  CZ: ,  e l  Cr ,  ( f ig .  !9 ,

2l  et  23) cont iennent,  en plus des pics appartenent aux esters DoEmâuxe

quelques pics supplémenÈaires, provenant de la fragmentat ion de composés

é lués  avec  ces  es ters .  L r inÈens i t ,é  accrue  des  p ics  à  mfs  =  84 ,  98 ,  l I2

indique la présence dt .  Pour ceux-

c i ,  le  p ic  de  base es t  m/e  =  98 .  L r ion  molécu la i re  esÈ t rès  peu abondant ,

mais on rencontre dans le domaine des nombres de masse élevés, des pics

à  * / "  = } 1  -  3 1 ,  M  -  6 4 ,  M  -  7 3 ,  M  -  9 2 ,  M ' -  1 0 5  e t  M  -  1 0 6  ( 5 6 ) .  L e

tableau VII I  donne les nombres de masse de ces di f férents ions pour

les  es ters  d i rné thy l iques  des  ac ides  docosaned io ique (Cr ) ,  Èé t racosâoê-

d io îque (C. r . )  e t  hexacosaned io ique (Cn" )  a ins i  que les  p ics  e f fec t i vement- a Z 4 . . Z O

observés .
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'  
P i cs  t héo r i ques  (56 )  : :  

p i cs  obse rvés  :

?  C " , t  i  C n , .  i  C n "  : :  F i g .  1 9  :  F i g .  2 t  :  F i g .  2 3  :
zz z.+ zo

' M 398 426 454

'M-31  
:  367 .  reS ' .  4n  : :  367 :  3es  :  423  :

'  M-  64 334 362 390 334 362 390

M- 73 '  325 . :Sg I :er 325 353 381

'  
334

' r'1- 92 ' 306 334 362

. u-ros : 293 

" 

32r '. 349 : : 293 '. 327 '. 349 :

:  M-1o6 ' .  2e2 ' .  3n :  34s : :  2e2 :  3æ ' .  34É :

TA3LEAU VII I  :  Pics caractér ist , iques drest,ers dirnéthyl iques de

diacides normaux et pics observés dans nos

spec t re  s .

Dans le  spec t re  des  es ters  méthy l iques  des  ac ides  en  Cr r ,  C27,

Cr ,  (L tg .  19 ,  2L  e t  23) ,  nous  observons  les  p ics  cerac tér is t iques  des  es ters

méthy l iques  des  d iac ides  
"n  

C22,  C24,  C26 respec t ivement .  Les  p ics  les  moins

i n t e n s e s ,  m f e :  M  e t  m / e  = È I  -  9 2 ,  n e  s o n t  p a s  v i s i b l e s ,  p u i s q u ' i l s  r e p r é -

sentent dans le spectre de masse du docosanedioate de méthyle pur moins de

3 % e t  6  % respec t ivement  du  p ic  à  m/e  =  98  (56) .  Leur  fa ib le  in tens i té  ou

leur  absence n texc lu t  donc  pas  la  p résence de  d iac ides .

l ,es  p ics  à  m/e  :  M -  31  e t  m/e  =  M -  73  des  d ies te rs  se  superposenÈ

a u x  p i c s  à  * / e :  M  -  2 9  e t  m l e : t I  -  7 t  d e s  m o n o e s t e r s  q u t i l s  e c c o m P a g n e n t , ,

ce  qu i  exp l ique la  haut ,eur  inhab i tue l le  des  p ics  à  r / "  :  367,  395,  48

par  rappor t  aux  p ics  m/e :365,  393,  421 respec t ivement r  Qu i  cor respondent
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à la  per te  d fun  méthoxy le  par  l t ion  molécu la i re  
F t ,  

-  (CH2)n-  coocH#.

d) La présence du pic moléculaire de 1'"" ih 
"n 

C24 à mle:31,]2, 'Otrrc

le spectre du terme en Cr5r révèLe une séparat ion chronatographique impar-

fa i te  des  ac ides  en  C*  e t  CrO,  On peut  fa i re  des  cons ta ta t ions  ana logues

en examinant  les  spec t res  des  ac ides  
"n  

C27 (p résence de  l tac ide  
"n  

CZ6,

p i c  à  m / e : 4 1 0 )  e t  C r n  ( p r é s e n c e  d e  l r a c i d e  
" .  

C 2 g ,  p i c  à  m l e =  4 3 8 ) .

Draut res  pe t i t s  p ics  t radu isent  éga lement  Ia  p résence drun  ou

p l u s i e u r s  a u t r e s  c o m p o s é s .  Q u o i  q u f i L  e n  s o i t ,  1 t a l l u r e  g é n é r a l e  d u  s p e c t r e

de masse d tun  es ter  méthy l ique normal  n res t  que peu mod i f iée  par  la  p ré-

sence de  ces  composés,  qu i  ne  représenten t  par  conséquent  qurune f rac t ion

mineure  des  es ters  to taux .

IIl - SPECTROMETRIE DE MASSE PAR INTRODUCTION DIRECTE.

Les subsÈances volat i les en CPV ne représentant que le quart  environ

de la  c i re ,  ce l le -c i  a  éga lement  é té  é tud iée  par  in t roduc t ion  d i rec te

dans la source ionique du spectrqnètre de masse, la température du dispo-

s i t i f  d r in t roducÈion  é tan t  p rogranunée de  5OoC à  250oC.  Des spec t res  de

masse on t  é té  enreg is t rés  à  d i f fé ren tes  tenrpéra tures .  I1s  cor respondent

à  la  vo la t i l i sa t ion  progress ive  des  es ters  méthy l iques  des  ac ides  gras

décr i ts  p récédenrnent .  Sur  Le  spec t re  de  la  f igure  32  ob tenu à  9OoC,  on

note  La  présence des  ions  carac tér is t iques  z  mle  -  74 ,  87 ,  t43  ,  a ins i  que 
,

des  ions  molécu la i res  :  14  =  326 (C2O) ,  340 (aZf  ) ,  354 (CZ) ,  368 (C23) ,

3 8 2  r c z ù , 3 9 6  ( C 2 5 ) '  4 1 O  ( C 2 ù '  4 2 4  ( C 2 7 ) , 4 3 8  ( C 2 8 ) .  A  1 2 O o C  a p p a r a i s s e n È

l - e s  i o n s  m o l é c u l a i r e s  M : 4 5 2  ( C 2 g ) ,  4 6 6  ( C a O ) ,  4 8 0  ( C a l ) ,  4 9 4  ( C a 2 ) ,

5OB (Cr r )  e t  522 (Caù.  Vers  185oC la  vo la t , i l i sa t ion  des  es ters  méthy l lques
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dtac ides  gras  es t  p raÈ iquement  Ëerminée.

A par t i r  de  ce t te  tempéra ture ,  la  complex i té  des  spec t res  s raccro î t  e t

i1  n res t  guère  poss ib le  de  meÈt re  en  év idence des  carac tér is t iques  préc ises ,

d fau tan t  p lus  qu t i l  peu t  y  avo i r  des  dégradat ions  thermiques  p lus  ou  moins

impor tan tes .  S igna lons  qur i l  appara î t  deux  sér ies  d t ions  pour  des  m/e  t rès

é levées  en t re  185oC e t  25OoC :

6 6 4 +  l 4 n a v e c O ( " (  L 4

et 632 + 1fun avec O ( *

La  f igure  (33)  monÈre  le  spec t re  ob tenu à  22OoC.

I l  ne  nous  a  malheureusement  pas  é té  poss ib le  de  fa i re  les  mesures

de masse exacte de ces ions et donc de déÈerminer leur formule brute. En

ef fe t ,  les  subs tances  cor respondant ,es  sonÈ présentes  en  fa ib le  quant i té  e t

se volat i l isent pendant un temps trop courÈ pour que la mesure exacte de

I a  m a s s e  s o i t  p o s ' s i b l e .

Le  courant  ion ique Èota l  co l lecÈé passe vers  9OoC par  un  max imum

qui  cor respond à  la  vo la t i l i sa t ion  de  la  p lus  g rande par t ie  des  es ters

méthy l iques  d tac ides  gras ,  pu is  i l  décro t t  lo rsque la  tempéra ture  du  d is -

pos i t i f  d f in t roduc t ion  augmente  ( f ig .  34) .  Cec i  mont re  quren dehors  des

es ters  méthy l iques  des  ac ides  gras ,  une quant i té  re la t i vement  fa ib le

d tau t res  composés es t  déÈectab le  par  le  spec t romèÈre  de  masse dans  les

cond i t ions  uÈ i l i sées .  Dta i l leurs  l tana lyse  thermograv iméEr ique sous  v ide

des  c i res  méthy lées  mont re  que seu lement  30  7 .  de  1réchant i l lon  sont  sus-

c e p t i b l e s  d e  s e  v o l a t i l i s e r  à  2 / . - o 0 .
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TV - CONCLUSIONS

La Èechnique de couplage entre Ia chromatographie en phase gazeuse

e t  l a  spec t romé t r i e  de  masse  nous  a  pe rm is  de  con f i rmer  l a  s t ruc tu re  l i né -

a i re  des  ac ides  g ras  con tenus  dans  l a  c i r e ,  à  l f excep t i on  de  l t ac ide  en

Co .  qu i  a  peu t -ê t re  une  s t , r uc tu re  i so .  L rexamen  a t t en t i f  des  specÈres  nous
I O

a  pe rm is  de  dé tec te r  d fauÈres  subs tances ,  con tenues  en  fa ib le  p ropo r t i on

dans  l a  c i r e ,  en  pa r t i cu l i e r  des  d iac ides  g ras  no rmaux .  L ré tude  des  c i res

pa r  i n t roduc t i on  d i rec te  dans  l e  spec t romè t re  de  masse ,  mon t re  que  re la t i -

vemen t  peu  d tau t res  subs tances  son t  i den t i f i ab les  pa r  ceÈ te  mé thode .
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CHAPITRE V

E T U D E  D E S  P R O D U I T S  D E  D E G R A D A T T O N  D E  L A  C I R E

Les résu l ta ts  ob tenus  par  l tana lyse  chromatograph ique e t  la

specÈrométr ie de masse nrayanÈ pu permettre de caractér iser plus de 25 7.

de  la r rc i re  ac ider r ,  nous  avons  soumis  ce l le -c i  à  d iverses  réac t ions  de

dégradat ion ,  dans  I  respo i r  de  rédu i re  la  longueur  de  chaîne  ou  la  po la r i té

des  d i f fé ren ts  composés,  e t  a ins i  de  permeÈÈre éventue l lemenÈ leur  é lu t ion

en CPV.

I . DEGRADATIONS' OffDATIVES

L ' i n d i c e . d r i o d e  e t  l e  s p e c t r e  I R  d e  l a  c i r e  ( f i g .  3 )  i n d i q u e n t  i a

présence de composés insaturés. Nous avons cherché à attaquer ces composés

au n iveau d 'éventue l les  doub les  l ia isons  é thy1én iques .

1o)  Ozono lyse

Lrac t lon  de  l rozone sur  les  composés é thy lén iquesr  su iv ie  d fune

hydro lyse  de  l tozon ide  en  présence de  H2OZ,  peut  se  résumer  Par :

La coupure au niveau de la double l ia ison donne ainsi  naissance

à deux acides carboxyl iques.

R -  cH = GH -  R'  + 03 + -  -  f i  
-  * ,  

t20,  
R -  coon+ Rrcoou

\d/
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Lrozon i saÈ ion  d fune  doub le  l l a i son  es t  e f f ec tuée  dans  des  cond i t i ons

opÈ ima les ,  l o r squ ton  opè re  à  basse  tempéra tu re  ( -  65oC) ,  avec  une  so lu t i on

d tozone  dans  l e  n -pen tane  (57 ) .  Nous  avons  essayê  de  nous  rapp roche r  de  ces

cond i t i ons ,  ma lg ré  I a  f a i b l e  so lub i l i t é  de  no t re  c i r e  dans  tg  n -pen tane .

Nous  p répa rons  une  so luÈ ion  d tozone  en  fa i sanÈ  ba rboÈer  de  l t oxygène  ozon i sé

dans  du  n -pen tane  re f ro id i  à  -  4Oo  à  I t a i de  d fun  ba in  de  ch lo rod i f l uo ro -

méthane.  Drautre par t  une solut ion drenvi ron 1OO mg de c i re ac ide dans le

minimum de chloroforme est  également  ref ro id ie à -  4Oo,  puis  versée dans

la  so lu t i on  d rozone .  Le  con tac t  es t  ma in tenu  pendan t  que lques  m inu tes .

D u  f a i t  d e  l a  p r é c i p i t a È i o n  d r u n e  p a r t i e  d e  l a  c i r e ,  i l  e s t  n é c e s s a i r e ,

après évaporat ion du solvant  sous pression rédui te,  de recor t rnencer une ou

deux  fo i s  l f opé ra t i on  aven t  d tob t ,en i r  une  déco lo ra t i on  quas i  comp lè te  de

la  c i r e .  Lo rsque  l a  déco lo ra t i on  es t  e f f ec t i ve ,  l es  ozon ides  fo rmés  son t

dé t ru l t s  en  l es  t r a i t an t  pa r  de  l r eau  bou i l l an te  en  p résence  d rHZQ2.

L rana l yse  de  l a  c i r e  a ins i  t r a i t ée  mon t re  que  l r i nd i ce  d r i ode ,

in i t ia lement  vols in de 41,  tombe à I  après ozonolyse.  Ceci  ind ique que les

s i t es  d f i nsa tu raÈ ion  on t  b ien  é té  a t t aqué  pa r  l r ozone .  È la i s  I t ana l yse

par CPV, après méthylat ion des produiÈs de l rozonolyse,  ne révèle aucun

changemenÈ dans les chromatogrannres,  aussi  b ien qual i ta t i f  que quant i ta t i f  :

aucun acide nouveau ntest  donc apparu par  act ion de l tozone.

20)  Act ion drun pe-r iodate en présence 9e KMnOO

Lrac t i on  d run  pe r l odaÈe  su r  une  doub le  l i a i son  en  p résence  de

KMnOO servant  de cata lyseur ,  donne naissance à deux ac ides carboxyl iques

su i van t  l a  réac t i on  g loba le  :



g,

R  -  C H :  C H  -  R '  +  4 I O , -  *  M n O ,  +q +

R - cOoH + R' - cOoH + 4 rO3- * MnoO-

Le permanganate réagissant sur la double l ia ison est régénêrê pat

1  |  ac t ion  des  ions  IO4-  e t  joue  donc  un  rô Ie  ca ta lyÈ ique.

Le  mode opéra to i re  u t i l i sé  es t  vo is in  de  ce lu i  p récon isé  par

VON RUDIOFF (58).  Une solut ion de 5OO rng de cire dans 1OO ml de pyr idine'

esr  ag i rée  pendant  6  heures  avec  1215 ml  de  K,CO,  à  2 r5  g l I ,  1OO n l  d feau

eÈ 5O ml de réact i f  oxydant contenant 2O g de métaperlodate de sodium et

2r5  mi l l imo lesde K l tnOO par  l i t re .  En f in  de  réacÈion ,  l r iode  es t  rédu i t

par  un  excès  de  métab isu l f i te ,de  sod ium.  Après  ac id i f i ca t ion ,  les  p ro-

du i ts  de  l roxydat ion  sont  ex t ra i ts  à  1 té ther .  La  déco lo ra t ion  ob tenue

nres t  que par t ie l le  e t  l rana lyse  par  CPV des  dér ivés  méthy lés  ne  fourn i t ,

contrne après ozonolyse, aucun renseigneflIenÈ supPlérnenÈaire.

3o)  Hydroxy laÈ ion  par  l rac ide  peracét ique

Ltac t ion  drun  perac ide  sur  une doub le  l ia ison  condu i t  à  Ia

formation drun dérivé dihydroxylé :

R - CO?H
R - CH : CH - R' -----i> R - CHOH - CHOH - Rr

Mode opératoire dtaprès (59) :  Environ 5OO mg de cire sont trai-

tés par l tacide peracét ique formé in si tu par act ion de 5O ml dreau oxy-

génée à 110 volumes sur @ mI dracide acét ique Pur en présence de 1 rnl

de HrSOO concentré. La température du mélange réact ionnel est maintenue

à 4OoC.  La  déco lo ra t ion  esÈ t rès  len te  e t  nécess i te  un  temPs de réac t ion

de deux  semaines .  Les  produ l ts  de  l rhydroxy la t ion ,  ex t ra i ts  à  l ré ther t
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sont lavés avec une solut ion de bisul f i te de sodiurn, af in de déÈruire

les  perac ides  e t  au t res  peroxydes ,  pu is  sapon i f iés  pour  l ibérer  les

hydroxyles qui peuvent se présenter sous forme dresters de l tacide acét ique.

Un trai temenÈ f inal  par le métaperiodat.e de sodium dans la pyr idine aqueuse

à t+O % devrai t  fournir  des aldéhydes ou des céÈones par couPure du diol

formé :

roa-
R - CHOH - CHOH - Rr -J+ R - CHO + Rr - CHO

Lranalyse par CPV des dérivés méthylés ne conduit '  conne pour les

essais de dégradat ion précédents, à aucune modif icat ion du chromatogramne.

40) Corsnentaires

Les diverses tentat, ives de dégradat ion de notre cire,  qui  devraient

condu i re  à  l rappar l t , ion  de  composés de  p lus  fa ib le  masse mola i re ,  n ron t

permis de caractér iser aucune subsÈance nouvel le par CPV : la répart i t ion

e t  le  pourcenùage des  esÈers  méÈhv l iques  é lués  (env i ron  ?5  % de 1réchant i l lon

ana lysé)  ne  sont ,  pas  mod i f iés  après  les  d iverses  a t taques .  Draut re  Par t ,

la  masse mola i re  moyenne des  produ i ts  de  l fozono lyse  (645)  ou  de  I 'hydro-

xy la t lon  su lv le  d rune a t taque per iod ique (490)  res te  é Ievée.

11 ne semble donc pas quri l  y aiÈ eu product ion de composés de

p lus  fa lb les  masses  mola i res .  Ce la  pour ra i t  p roven i r  de  l rouverÈure  de

doub les  l ia isons  de  composés cyc l iques .

11 est possible également que 1a décolorat ion obtenue provlenne

de l toxydat ion draut,res fonct ions ne donnant pas l ieu à des réacÈions de

coupure .  S lgna lons  d ta i l leurs  que les  subs tances  déco lo rées  se  reco lo ren t

assez  fac i lemenÈ sous  I tac t ion  de  Ia  cha leur ,  nêrne  à  par t i r  de  SOoC'
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II . HYDROGENAtrION DE LA CIRE BRTNE ET DE I,A CTRE ACIDE

1o)  But  recherché

Les  mé thodes  d toxyda t i on  ne  nous  ayan t  pas  donné  de  résu l t a t s

i n té ressan ts ,  nous  avons  ess  ayé  de  rédu i re  I a  po la r i t é  des  subs tances

p résenÈes  dans  nos  c i res .  En  réa l i sanL  l r hyd rogéno l yse  des  d i ve rses  fonc -

t ions oxygénées,  nous avons tenté de déterminer  le  squelet te des substances

ré f rac ta i res  à  l r ana l yse  pa r  CPV.

20 )  Réduc t i on  pa r  L iA IH ,

La  réduc t i on  des  foncÈ ions  es te r ,  ac ide  e t .  cé tone  en  fonc t i on

a l coo l s  es t  r éa l i sée  en  fa i sanÈ  bou i l l i r  sous  re f l ux  pendan t  3  heu res

2OO mg de c i re dans l réther  anhydre en présence de 39 de L iAlHa.  Le

mé lange  réac t i onne l  es t  ensu iÈe  ve rsé  dans  un  excès  d rac ide  ch lo rhyd r i que

conÈenan t  de  l a  g lace  e t  on  l a i sse  rePose r  une  nu i t ,  a f i n  de  dé t ru i re

Ies  comp lexes  fo rmés  avec  l r a l um in ium.  Les  c i res  a ins i  r édu i t es  son t

ex t ra i t es  à  1 ré the r .  Leu r  spec t re  IR  mon t re  l a  d i spa r i t i on  de  l r abso rp t i on

dans  l a  rég ion  1750 -1700  . * -1 ,  con f i rman t  a ins i  l a  réduc t i on  des  d i ve rses

fonc t i ons  oxygénées  se lon  l es  réac t i ons  :

RCOOH -+ RCH2oH

R C O O R ' - + R - C H ^ O H + R | O H
z

R - C - R r + R - C H O H - R '
l l

o

Les acides gras normaux sont donc réduits en alcools gras normaux.



90

Lrana l yse  pa r  CPV des  p rodu i t s  de  l a  réducÈ ion  de  l a  c i r e  ac ide

pa r  L iA lHo r  acé ty lés  pa r  l t anhyd r i de  acé t i que ,  Pe rme t  de  me t ,È re  en  év i -

dence  l es  a l coo l s  g ras  de  GrU  U  a r .  co r respondan t  eux  ac ides  g ras  déc r i t s

précédenunent .  La proport ion des a lcools idenÈi f iés dans Ia c i re ac ide

rédu i t e ,  a i ns i  que  l eu r  répa r t iÈ ion  en  fonc t i on  de  l a  l ongueu r  de  cha îne ,

sonÈ  i den t i ques  à  ce l l es  des  ac ides  g ras .  Une  sapon i f i ca t , i on  i ncomp lè te

de  l a  c i r e  ac ide  au ra i t  pu  ê t re  rn i se  en  év idence  de  ce t te  man iè re ,  pu i s -

que  l a  réduc t i on  pa r  L iA tH4  p rovoque  l a  rup tu re  des  fonc t i ons  es te rs

avec  p roduc t i on  de  deux  a l coo l s .  Les  résu l t a t s  ob tenus  mon t renË  qu f i l  n ten

es t  r i en  e t  que  seu lemenÈ 22% de  l a  c i r e  ac ide ,  rédu i t e  ou  non ,  son t

i den t i f i ab les  pa r  CPV.

3o )  Hvd rogéno l yse  de  dé r i vés  i odés

Les  c i res  rédu i t es  pa r  L iA1H4  son t  t r a i t ées  pendan t  une  heu re

à  IOOoC pa r  l r i ode  en  p résence  de  phospho re  rouge  e t  en  l r absence  d reau .

Dans  ces  cond i t , i ons  l es  f onc t i ons  a l coo l s  sonÈ  t rans fo rmées  en  dé r i vés

iodés .  L rhyd rogéna t i on  de  ces  dé r i vés  i odés  pa r  L iA IHO fou rn iÈ  l es

hyd roca rbu res  co r respondan ts  (60 ) .  L tana l yse  Pa r  CPV des  hyd roca rbu res

a ins i  ob tenus  à  pa r t i r  de  l a  c i r e  b ru te  pe rme t  d t i den t i f i e r  l es  n -a l canes

de  CrU  à  a r4 .  Ceux -c i  cons t i t uen t  env i ron  l+O % de  l r échan t i l l on  i nÈ ro -

du i t  dans  l e  ch romaÈographe  e t  I eu r  répa r t i t i on  es t  ana logue  à  ce l l e

des ac ides gras.  On peut  donc penser que comPte non Èenu des per tes

évenÈue1les dues aux nombreuses manipulat ions,  la  c i re brute cont ient

envi ron t+O % de composés à longue chaîne possédant  de 16 à 34 atomes

de carbone.
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4 0 ) Méthode universel le de Berthelot

a)  P r i nc ipe  e t  mode  oPéra to i re

La  mé thode  d i t e  un i ve rse l l e  de  Be r the lo t  ( 61 )  pe rme t ,  en  p r i nc ipe ,

de  réa l i se r  l r hyd rogéna t , i on  t o ta le  d tun  composé ,  e t  pa r  conséquen t  de  pa r -

ven i r  à  rédu i re  l es  cons t i t uan t , s  des  c i res  en  hyd roca rbu res  en  une  seu le

ét ape.

La  réduc t i on  de  1oo  mg  de  c i re  es t  e f f ec tuée  pa r  1  m l  de  H I  à

57  % pendanÈ  15  heu res  à  2 lOoC en  tube  sce l l é .  Les  c i res  a ins i  È ra i t ées

son t  ex t ra i t es  au  benzène .  La  phase  benzén ique  es t  l avée  avec  10  m l

d rune  so lu t i on  de  Na^S^0 .  à  5  %,  pu i s  avec  de  l r eau '

b)  Résu l ta ts

r^ , .  Ident i f i ca t ion  d ta lcanes  no4ree4_Cqns les  c i res  rédu i tes  par  HI .
, , ,

L rana lyse  par  CPV drun  échant i l lon  de  c i re  b ru te  a ins i  rédu i te

permet de met, tre en évidence les n-alcanes de CrU U ar. ,  Par comParaison

avec des n-alcanes de référence. En ut i l isant le n-heptadécane contrne

éta lon  in te rne ,  nous  avons  dé terminé que,  dans  les  cas  les  p lus  favorab les '

le  taux  de  n-a icanes  é lués  es t  de  l 'o rd re  de  4O % de l téchant i l lon  in -

jec té .  La  rêparX i t ion  de  ces  n-a lcanes  en  fonc t ion  de  la  longueur  de

chaîne  es t  semblab le  à  ce l le  des  ac ides  gras .

Af in de contrôler Ie rendement des réduct ions effectuées'  nous

avons méthy lé  les  d ivers  échant i l lons  de  c i re  t ra i tés  par  HI .  L rana lyse

par GPV des cires réduites puis méthyléesr en PrograrrnaÈion de températuret

dans  les  cond i t ions  u t i l i sées  pour  1a  dé termlnat ion  quant i ta t i ve  des
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ac ides  g res  ( vo i r  chap .  I 1 I ,  $  I ,  3 ) ,  pe rme t  de  déce le r ,  à  cô té  des

n -a l canes  résu l t an t  de  l r acÈ lon  de  H I ,  des  ac ides  g ras  non  rédu i t s .  B ien

gue r  dans  ces  cond i t i ons ,  I t ana l yse  quan t iÈe t i ve  so i t  dé l i ca te ,  à  cause  du

chevauchement par t ie l  des d i f férents p ics correspondant  aux n-a lcanes et

aux  es te rs  mé thy l i ques  d tac ides  g ras ,  l r obse rva t i on  des  ch roma tog rE [mes

montre que le rendement de Ia réduct ion est  var iable suivant  les essais,

même lo rsqu ron  p ro longe  l a  du rée  de  l a  réac t i on  j usqu tà  24  heu res .  Néan -

mo ins ,  dans  l es  cas  l es  p lus  f avo rab les ,  I es  p i cs  co r respondan t  aux  es te rs

mé thy l i ques  d rac ides  g ras  son t  nég l i geab les  pe r  rapPor t  aux  p i cs  co r res -

pondant  aux n-a lcâf l€so

Les  va r i a t i ons  du  rendemenÈ de  1a  réduc t i on  pou r ra ienÈ  s rexp l i que r

p a r  l t i n s o l u b i l i t é  d e s  c i r e s  d a n s  H I :  e 1 l e s  s e  p r é s e n t e n t ,  a p r è s  a c t i o n

de HI ,  sous forrne drun agglomérat  co l lé  contre les paro is  du tube.  Un

m e i l l e u r  r é s u l t a t  s e r a i t  p e u t - ê t r e  o b t e n u  s r i l  é t a i t  p o s s i b l e  d r e f f e c t u e r

l r a t t aque  des  c i res  f i ne rnen t  d i v i sées ,  pa r  exemp le  en  so lu t i on  dans  un

so l van t  o rgan ique  te l  que  l r hexane l  non  suscep t i b l e  d tê t re  rédu i t  pa r  H I .

L a  n é c e s s i t é  d e  s c e l l e r  l e  t u b e  à  r é a c t i o n  à  l r a i d e  d r u n  c h a l u m e a u  e x c l u t

c e t t e  p o s s i b i l i t é .

bz)

A f i n  d ' é I i m i n e r  l a  d i f f i c u l t é  d r o b t e n i r  l a  r é d u c t i o n  t o t a l e  d e s

acides gras par HI,  nous avons effectué Ia réduct ion des groupenents -COOH

de la cire acide par LiAlH4 avent attaque iodhydrique. Les résultaÈs de

lfanalyse chromatographique montrent que les n-alcanes de GrU U ar.  obtenus

const iÈuenÈ, colmne précédemnent,  4O % de I téchant i l lon injecté.

r  édui te
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III . REDUCTION DE L'ELUAI B PAR HI

Nous avons égalernenÈ Èrai t  é.  par HI I  t  éluat B obtenu par chromato-

graph ie  sur  ge l  de  s i l i ce  (vo i r  chap.  I I I ,  $  I I ) .  B ien  que les  c i res  de

cet  é lua t  B  ne  cont iennent  pas  d tac ides  gras  normaux,  la  réduc t ion  par

Hr produit  environ 15 % de n-alcanes de cr,  U aro ayant une répart i t , ion

a n a l o g u e  à  c e l l e  d e s  a c i d e s  g r a s  ( v o i r  t a b l e a u  I X ) . 0 n  p e u t  c e p e n d a n t

noter que Ie taux de n-alcanes à nombre impair  dratomes de carbone est

supér ieur  à  ce lu i  observé  dans  la  répar t i t ion  des  ac ides  gras .
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TABLEAU IX

:  2 6  .  ? f . r t  
' .  

a u t r e s .  g r 8  :
' 

TOTAL : 1OO %

:  Répar t i t ion  des  n-a lcanes  ob tenus  après  réduc t ion

de 1 'é lua t  B  par  HI  en  fonc t ion  de  la  longueur  de

chaîne.
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IV - SPECTROMETRIE DE MASSE

Les n-a lcanes obÈenus après act ion de HI  ont  également  été iden-

t i f i és  pa r  coup lage  CPV-SM.  Le  spec t re  de  masse  d fun  n -a l cane  donné  es t

b ien  p lus  s imp le  que  ce lu i  d run  es te r  mé thy l i que  d tac ide  g râso  Les  i ons

les  p lus  impor tan ts  son t  l es  i ons  de  l a  sé r i e  C 'H2 '  
+  1 .  

L "  p i c  m /e  =  57

( n : 4 )  e s t  l e  p i c  d e  b a s e .  A  p a r t i r  d e  n ) 4  l r i n t e n s i t é  d e  c e s  p i c s  d é -

c ro î t  r égu l i è remenÈ lo rsque  n  augmen tê .  Aux  m/e  é levées  on  È rouve  l e  p i c

de  l r i on  mo lécu la i t "  C 'H2 r ,  
+  2 .  

L r i n t roduc t i on  de  Èou t  subs t i t uan t  a l ky le

dans  l a  mo lécu le  p rodu i t  un  e f f eÈ  p rononcé  su r  l e  specÈre  de  masse ,  avec

I r a p p a r i t i o n  d r i r r é g u l a r i t é s  d a n s  l a  s é r i e  C ' H 2 r ,  
+  1  

( 6 2 ) .  L e s  s p e c t r e s

de  masse  ob tenus  avec  nos  c i res  rédu i t es  pa r  H I  son t  essen t i e l l emen t  ceux

dralcanes normaux.  Cormre exemple nous donnons le spectre de masse du

n - n o n a c o s a n e  ( n  -  , Z ù  ( f i g .  3 5 ; .

L ré tude  pa r  i n t roduc t i on  d i rec te  dans  l e  spec t romè t re  de  masse

de  l a  c i r e  b ru te  ou  de  l t é l ua t  B  t ra i t és  pa r  H I  ne  nous  a  pas  fou rn i  de

rense ignemen ts  supp lémen ta i res  su r  l es  subs tances  non  i den t i f i ées  pa r  CPV.

V . CONCLUSION

Les méthodes de dégradat ion oxydat ive appl iquées à nos cires ne

nous on t  pas  permis  d rob ten i r  des  subs tances  fac i lement  ident i f iab les .  Les

méthodes dthydrogénat ion semblent plus prometteuses, puisque nous soûtres

parvenus à montrer qurenviron 40 % des substances contenues dans la cire

acide ont une longueur de chaîne comprise entre 16 et 34 atomes de carbone

(dont  env i ron  22% drac ides  gras  normaux) .  D tauÈre  par t ,  au  moins  15  % des

substances  de  1ré lua t  B  (so i t  617 "L  de  la  c i re  ac ide)  possèdent  ége lement

16 à  34  a tomes de  carbone.  11  es t  poss ib le  qu ten  amél io ran t  la  techn ique
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drhyd rogéna t i on ,  ou  peu t -ê t re  en  e f f ecÈuan t  l t hyd rogéno l yse  ca ta l y t i que

des  c i res  dans  l t i n j ec teu r  du  ch roma tog raphe ,  on  pu i sse  mon t re r  qu t i l  en

es t  de  même pou r  t ous  l es  composés  de  l t é l ua t  B .
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C O N C L U S l O N S G E N E R A L E S

A la  su { te  de  nombreux  t ravaux  su r  l es  c i r es  ou  b i t umes  ex t ra i t s

de  tou rbes  d ro r i g i nes  t rès  d i ve rses ,  qu i  on t  pe r rn i s  de  me t t re  en  év idence

essen t i e l l emen t  des  ac ides  g ras  no rmaux ,  nous  nous  so f l rmes  i n té ressé  à  no t re

tou r  (63 )  aux  c i res  d rune  tou rbe  con rne rc ia le  e t  de  l r ac ide  hu rn ique  exÈra i t

de  ce t t , e  t ou rbe .  Ces  c i res ,  ob tenues  pa r  ex t rac t i on  à  1 ré the r  é thv l i que

b o u i l l a n t ,  n t a v a i e n t  j u s q u r à  p r é s e n t  f a i t  l t o b j e t  d r a u c u n e  é t u d e .

L e s  m é t h o d e s  c l a s s i q u e s  d r a n a l y s e  d e s  g r a i s s e s  e t  d e s  h u i l e s  ( i n d i c e

d e  s a p o n i f i c a t i o n ,  d t i o d e ,  d t h y d r o x y l e ,  e t c )  n e  n o u s  o n t  f o u r n i  q u e  p e u  d e

r e n s e i g n e m e n t s ,  e n  r a i s o n  d e  l a  c o m p l e x i t é  d u  m é I a n g e  e t  d e s  d i f f i c u l t é s  à

adap te r  ces  mé thodes  à  1 té tude  des  c i res .  Nous  pouvons  néanmo ins  dédu i re  de

la  mesu re  des  d i f f é renÈs  i nd i ces  l a  compos i t . i on  app rox ima t i ve  su i vanÈe  :  l a

c i re  b ru te ,  de  masse  mo la i re  moyenne  vo i s i ne  de  1OOO e t  con tenan t  env i ron

O r 5  f o n c t i o n  e s t e r  e t  1  f o n c t i o n  a c i d e  p a r  k g ,  l i b è r e  a p r è s  s a p o n i f i c a t i o n :

d tune  pa r t ,  23  % d r i nsapon i f i ab le  de  masse  mo la i re  moyenne  480  I  d rau t re

pa r t ,  77  % de  c i re  ac ide  de  masse  mo la i re  moyenne  680  e t  don t  I t ac id i t é

rappo r tée  à  1  kg  es t  de  2 r !  équ i va len ts .  La  compos i t i on  cen t ,és ima le  des

c i res  monÈre  qu r i l  s t ag i t  de  composés  re la t i vemen t  p lus  r i ches  en  oxygène

e t  mo ins  en  hyd rogène  qu tun  ac ide  g ras  no rma l .  La  mesu re  de  I t i nd i ce  d r i ode

semb le  de  p lus  i nd ique r  l a  p résence  de  doub les  l i a i sons .

L té tude  spec t roscop ique  de  l a  c i r e  ac ide  ( IR ,  RMN)  mon t re  qu t i l

s t ag i t  p r i nc ipa lemen t  de  composés  à  l ongue  cha îne r  peu  ram i f i és ,  possédan t

une  fonc t i on  ac ide  ca rboxy l i que  e t  sans  dou te  des  g roupemenÈs  hyd roxy les .

L t i nsapon i f i ab le  p résen te  éga lemen t  une  s t ruc tu re  à  l ongue  cha îne  mono

ou  po l yhyd roxy lée .
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Lrana l yse r  Pa r  ch roma tog raph ie  en  phase  gazeuse  des  dé r i vés  mé-

thy lés  de  l a  c i r e  ac ide r  oous  a  pe rm is  d t i den t i f i e r  des  ac ides  g ras  ayan t

de 16 à 34 atomes,de carbone.  Par  couplage de la  chromatographie en phase

gazeuse et  de la  spectrométr ie  de masse,  nous avons montré que ces ac ides

son t  essen t i e l l emen t  des  ac ides  g ras  sa tu rés  1 inéa i res .  l , es  ac ides  g ras

insa tu rés  ou  ram i f i és ,  ne  possédan t  pas  d fau t res  g roupemen ts  f onc t i onne l s ,

a ins i  que  l es  ac ides  g ras  monohyd roxy lés ,  son t  p résen ts  en  fa ib les  p ro -

po r t i ons ,  vo i re  absen ts .  Pa r  con t re ,  nous  avons  pu  dé tec te r  pa r  spec t ro -

mé t r i e  de  masse  de  fa ib les  quan t iÈés  de  d iac ides  no rmaux  .n  c22 ,  c24  
" t

c zo'
Lrana l yse  quan t i t a t i ve  pa r  ch roma tog raph ie  en  phase  gazeuse  monÈre

que  l es  ac ides  g ras  i den t i f i és  cons t , i t uen t  env i ron  22  % de  l a  c i r e  ac ide ,

s o i t  1 r 7 %  d e  l r a c i d e  h u m i q u e  e t  o r 4 %  d e  I a  È o u r b e .  L e s  a c i d e s  à  n o m b r e

pa i r  d ra tomes  de  ca rbone  son t  p rédominanËs ,  en  pa r t i cu l i e r  l es  ac ides

té t racosano ique  (C r l  e t  hexacosano îque  (C r )  :  ce t t e  répa r t i t i on  des  ac ides

g ras  en  fonc t i on  du  nombre  d taÈomes  de  ca rbone  re jo in t  l es  résu l t a t s  ob tenus

pa r  d fau t res  au teu rs  à  pa r t i r  de  t ou rbes  ou  d rac ides  humiques  d ro r i g i nes

t r è s  d i f f é r e n t e s  ( 2 r  ? 5 ,  2 6 ,  2 8 , 3 7 ,  3 8 ) .  N o t o n s  q u e  l e s  a c i d e s  e n  C r O  e È

CrU  son t  assez  ra remen t  rencon t rés  dans  l es  hu i l es  ou  l es  g ra i sses ,  dans

l e s q u e l l e s  l e s  a c i d e s  
" r  

a r 6  . a  C 1 g  s o n t  l e s  p l u s  f r é q u e n t s .

P a r  s u i t e  d e  l e u r  f a i b l e  v o l a t i l i t é  o u  d e  l e u r  i n s t a b i t i t é  t h e r -

m i q u e ,  i I  n r e s È  p a s  p o s s i b l e  d t i d e n t i f i e r  d i r e c t e m e n t  p a r  C P V  o u  p a r  s p e c -

t romé t r i e  de  masse  l es  au t res  composés  con tenus  dans  l a  c i r e  ac ide .

Lfanalyse ÈhermograviméÈr ique sous v ide de la  c i re ac ide rnéthy lée montre

d ra i l l eu rs  qu rune  f rac t i on  de  30  7 "  seu lemen t  es t  suscep t i b l e  de  se  vo la t i -

I  i s e  r .
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P a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  g e l  d e  s i l i c e ,  à  I t a i d e  d r é l u a n t s  d e  p o l a -

r i t é  c ro i ssan te ,  nous  avons  réuss i  à  sépa re r  l es  cons t , iÈuan ts  de  l a  c i r e

en  p lus ieu rs  g roupes  de  composés .  Une  p rem iè re  f r ac t i on  (é lua t  A )  rep ré -

senÈe  25  % de  l a  c i r e  ac ide  e t  con t i en t  l es  ac ides  g ras  vo la t i l s  dé jà

iden t i f i és  pa r  GPV.  La  seconde  (é lua t  B )  es t  l a  p lus  impor tan te  (env i ron

50  7 .  de  l a  c i r e  ac ide ) .  Les  spec t res  IR  e t  RMN e t  l es  masses  mo la i res

moyennes  des  deux  f rac t i ons  A  e t  B  son t  comparab les ,  ma is  1  I  é l ua t  B  es t

p lus  r i che  en  oxygène  e t  ne  se  p rô te  pas  à  l f ana l yse  pa r  CPV.  Le  Èaux

d toxygène  augmen te  d ta i l l eu rs  en  même Èemps  que  l a  masse  mo la i re  dans  l es

qua t re  de rn iè res  f r ac t i ons  é luées r  Qu i  ne  rep résen ten t  ensemb le  que  25  %

de  l a  c i r e  ac ide .

Dans  l t espo i r  de  rédu i re  1a  l ongueu r  de  cha îne  des  composés  de

Ia  c i r e  ac ide r  pa r  coupu re  au  n i veau  d téven tue l l es  doub les  l i a i sons ,  nous

avons  soumis  l a  c i r e  à  d i ve rses  réac t i ons  de  dég rada t i on  :  ozono l yse ,

hyd roxy la t i on  pa r  l r ac ide  pe racé t i que  e t .  coupu re  du  d io l  f o rmé  pa r  H IOOr

dégradat ion oxydat ive par  HIOO en présence de IC' InOO. On observe a lors une

t r è s  n e t t e  d i m i n u t i o n  d e  l r i n d i c e  d t i o d e  e t  d e  l a  c o l o r a t i o n .  L ' a n a l y s e

par CPV des produi ts  dtoxydat ion ne fa i t  apparaî t re aucun changemenÈ dans

les  ch roma tog rames ,  auss i  b i en  qua l i t a t i f  que  quan t iÈa t i f .  Ce la  peu t

p roven i r ,  so i t  de  coupu re  en  f i n  de  cha îne ,  so i t  de  l r ouve r tu re  de  cyc les ,

so i t  de  l t ex i sÈence  de  réac t i ons  seconda i res  n ren t ra înan t  pas  de  réac t i ons

de coupure.

A f i n  de  rédu i re  l a  po la r i t é  des  composés  e t  de  dé te rm ine r  l eu r

sque le tÈe ,  nous  avons  en t , rep r i s  d re f f ec tue r  I  t hyd rogéno l yse  des  d i ve rses

foncÈ ions  oxygénées r  pâ r  l r u t i l i sa t i on  de  deux  mé thodes  d i f f é renÈes .
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Drune  pa r t ,  l r ac t i on  de  L iA lH4  pe rme t ,  de  rédu i re  l es  f onc t i ons

es te r ,  ac ide  e t  éven tue l l emen t  cé tone  en  fonc t i ons  a l coo l s  :  de  ce t t . e

man iè re ,  ap rès  acé ty la t i on  des  a l coo l s  obÈenus  pa r  réduc t i on  de  Ia  c i r e

ac ide ,  nous  avons  re t rouvé env i ron  22% dra lcoo ls  g ras  de  a fO à  CrO cor -

respondan t  aux  ac ides  g ras  p récédenunen t  i den t i f i és .  La  p lupa r t  des  subs -

tances  rédu i t es  son t  donc  enco re  t r op  po la i res  pou r  ê t re  ana l ysées  pa r  CPV.

Un t ra i tement .  par  I  I  iode en présence de phosphore rouge permeÈ de t rans-

fo rmer  l es  a l coo l s  en  dé r i vés  i odés r  Çu i ,  ap rès  une  nouve l l e  réduc t i on  pa r

L iA1H4 ,  f ou rn i ssen t  l es  hyd roca rbu res  co r respondan ts .  No t re  expé r i ence

mon t re  que  1e  rendemen t .  de  ces  opé ra t i ons  success i ves  es t  de  l t o rd re  de

tû  %,  auss i  b i en  à  pa r t i r  de  l a  c i r e  ac ide  que  de  l a  c i r e  b ru te  :  nous  avons

donc  ob tenu  au  to ta l  env i ron  40  % de  n -a l canes  O"  a r .  U  a r . ,  don t  l a  répa r -

t i t i on  en  fonc t i on  du  nombre  d ta tomes  de  ca rbone  es t  vo i s i ne  de  ce l l e  des

ac ides  g ras ,  avec  tou t ,e fo i s  une  1égè re  augmen ta t i on  de  l a  p ropo r t i on  des

termes à nombre impair  dtatomes de carbone.

D r a u È r e  p a r t ,  l ' a c t , i o n  d e  H I  à  5 7  %  ( d  =  1 r 7 )  e n  t u b e  s c e l l é  à

2 lûo9 ,  pe rme t ,  en  p r i nc ipe ,  de  réa l i se r  I t hyd rogéna t , i on  t o ta le  des  subs tances

en  une  seu le  é tape  (mé thode  un i ve rse l l e  de  Be r the lo t ) .  Le  rendemen t  de

c e t t e  m é t h o d e  e s t  v a r i a b l e  d t u n  e s s a i  à  I r a u t r e .  D a n s  l e s  c a s  l e s  p l u s

favorab les ,  le  rendement  en  n-a lcanes  de  CrU U ar .  à  par t i r  de  la  c i re

brute ou ac ide,  est  conrme précédemment de I tordre de 4O %. 11 apparaî t

donc  qu rau  mo ins  18  % des  subs tances  p résen tes  dans  nos  c i res  on t ,  connne

les ac ides gras,  une longueur de chaîne var iant  entre 16 et  34 atomes de

carbone,  avec un maximum pour les termes en CrO et  C26.  Cet te méthoder âP-

p l i quée  à  1 té lua t  B  qu i  ne  con t , i en t  pes  d tac ides  g ras  no rmaux ,  Pe rme t  de

mett re en év idence la même sér ie de n-a lcanes avec un rendement dtau
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moins  t5  %.  La  réduc t i on  des  composés  conÈenus  dans  nos  c i res  en  hyd ro -

ca rbu res  n res t  donc  pas  auss i  comp lè te  qu ton  pouva i t  I t espé re r '  Du  fa i t

qu raucun  au t re  t ype  d rhyd roca rbu res  que  l es  n -a l canes  de  c ru  u  a ro  ne  so i t

appa ru  en  quan t i t é  no tab le  ap rès  réduc t i on  des  c i res '  nous  Pensons  néan -

mo ins  que  l t ensemb le  des  subsÈances  con tenues  dans  l es  é lua ts  A  e t  B  on t

un  sque le t t e  l i néa i re  ayan t  de  16  à  34  a tomes  de  ca rbone '  I l  es t  poss ib le t

qu ravec  des  méÈhodes  que  nous  n ravons  pu  meÈt re  en  oeuv re  j usqu tà  p résen t

p o u r  d e s  r a i s o n s  d t o r d r e  m a t é r i e 1 ,  o n  p u i s s e  P a r v e n i r  à  I t i d e n È i f i c a t i o n

dé f i n i t i ve  des  composés  comp lexes  con tenus  dans  ces  c i res  :  py ro l yse  dans

l t i n j ec teu r  du  ch roma tog raphe ,  hyd rogéna t i on  ca ta l y t i que  dans  I r i n j ec teu r

du chromatographe'  chromatographie sous pression '

Ce  t rava i l  con f i rme  donc  l a  p résence  un i ve rse l l e  des  ac ides  g ras

à  l ongue  cha îne  dans  l es  ma t i è res  f oss i l es  e t  cons t i t ue  une  p rem iè re  é tape

pou r  l a  dé te rm ina t i on  de  l a  s t ruc tu re  des  subs tances  comp lexes ,  t r ès  oxy -

génées ,  ex t rac t i b l es  à  l r a i de  de  so l van ts  o rgan iques  de  l a  ma t i è re  v i van te

e n  c o u r s  d e  f o s s i l i s a È i o n .
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A N N E X E S

{II_EIE _I _ i _ll Ép3' "t 
ion de 1 I acide -hggl g:: :

On t ra i te  envi ron 9OO g de tourbe par  agi tat ions répétées avec

HCI  215  N ,  a f i n  d fexÈra i re  l es  m iné raux .  L rac ide  humique  es t  ensu i t e  ex -

t ra i t  de  l a  Èou rbe  pa r  t r o i s  t r a l t emen ts  success i f s  avec  de  l r a runon iaque

2N. Les l iqueurs antrnoniacales sont  anenées à pH 1 par  HCI concentré.

L rac ide  humique  p réc ip i t e .  11  es t  so igneusemen t  l avé  à  I t eau ,  pu i s  on

le  soumeÈ à  une  é lec t rod ia l yse  p ro longée ,  j usqu tà  l r ob ten t i on  d run  cou renÈ

de l tordre de 2 à 3 mA. Le rendement en ac ide humique esE de 7 %.

+$-nI-E - II - : - Is9i se - 9 I i g 9s .

Réac t i f s  :  A  : I r 2 7  g  d r i o d e  e t  O r S O  g  d e  b r o m e  d i s s o u s  d a n s  1 O O  m l  d f a c i d e

acéÈ ique  pu r .

B  :  So lu t i on  acé t i que  à  2 r5  % d racé ta te  mercu r i que .

Mode opéraÈoire :

L a  p r i s e  d r e s s a i  d r e n v i r o n  O r 1  I  e s È  d i s s o u È e  d a n s  1 0  m l  d e  c h l o -

roforme.  On a joute 10 ml  de réact . i f  A f raîchement  préParé et  5 ml  de

réac t i f  B .  On  ag i t e .  Ap rès  c i nq  m inu tes ,  on  a jou te  10  m l  d rune  so lu t i on

d t i odu re  de  po tass ium à  1O % e t  20  m l  d teau .  On  neu t ra l i se  pa r  NaHCO,

e t  t i t r e  pa r  Na rS rO3  N / lO .  On  e f f ec tue  un  essa i  à  b lanc  dans  l es  mêmes

condi t  i  ons .

E s s a i  à  b l a n c

Essa i  avec  m

I n d i c e  d t i o d e

: n ml de NarSrO,

g de subsÈance :  N

_  ( t t - n )  x  1 , 2 7
m

N/ 10

rnl  de NarSrO, N/1O
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âI E --rI I - : - Ir9i se - 9e -e9s!gs Ie :

Matér ie l  :  I tappard i l  en  pyrex  pour  le  dosage des  a lcoxy les  comprend Èro is

part ies assemblées par des rodages :  un t ,ube à réact ion ;  un laveur et un

absorbeur (volr  r le, f  .  tû,  pr 165 ) .

R é a c t i f s :

-  ac ide  iodhydr lque à  57  "L  (d  - -  t ,7 )  s tab i l i sé  par  O,3  % drac ide  hypophosphoreux .

-  tampon acéÈo-acét iquee p I I  =  3 r5 .

-  acide formique à 80 %.

-  ac ide  su l fu r ique d i lué  au  L /5 .

-  s o l u t i o n  d r i o d u r e  d e  p o t a s s i u m  à  1 0  g / 1 .

-  Èh iosu l fa te  de  sod ium à  50  g /1 .

-  so lu t ion  de  su l fa te  de  cadmium à  50  g /1 .

-  so lu t ion  mola i re  de  ch lo rure  de  sod ium.

-  so luÈ ion  t i t ran te  de  th iosu l fa te  de  sod ium OrOSN. .

Mode opératoire :

-  peser précisément environ 1O0 mg de cire et les introduire dans le Èube

à réac t ion .

-  in t rodu i re  dans  le  laveur  1  ml  de  so lu t ion  de  NaCl ,  2  mI  de  so lu t ion  de

th iosu l fa te  de  sod ium e t  2  ml  de  so lu t ion  de  su l fa te  de  cadmium.

- introduire dans lrabsorbeur environ 10 rnl  de tampon acéto-acét ique et

1O gouttes de brome.

- ajouter dans le tube à réact ion 6 gouttes dtanhydride acét ique et 4 ml

d'acide iodhydrique à 57 %. Adapter rapidement le tube au montege.

- I t iodure de méthyle formé devant,  être entraîné par un couranÈ drazotet

rég le r  Ie  déb i t  à  2  ou  3  bu l les  par  seconde.
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-  chauf fer  au bain de sable pendant  une heure.

-  v i de r  l e  con tenu  des  abso rbeu rs  dans  un  e r l en  rodé  de  25O m l  eÈ  l es  r i nce r

avec un peu dreau.  Jo indre les eaux de lavage à la  première l iqueur.

A jou te r  1  g  d tacé taÈe  de  sod ium.  Déco lo re r  l a  so lu t i on  en  ve rsanÈ  gou t te

à  gou tÈe  de  l r ac ide  fo rm ique ,  pu i s  a jou te r  un  excès  d t i odu re  de  po tas -

s i u r n  e t  d t a c i d e  s u l f u r i q u e .  L a i s s e r  r e p o s e r  5  m i n u t e s  à  I t a b r i  d e  l a  l u -

m iè re ,  e r l en  bouché .  Dose r  pa r  l e  t h i osu l f a te  de  sod ium O 'O5N en  p résence

d t e m p o i s  d r a m i d o n .

L ' i nd i ce  de  mé thoxy le  exp r imé  en  rnéqu i v . / e  es t  donné  pa r  :

( n - n ' )  x  o r 0 5
6 m

n :  nombre  de  m l  de  th iosu l f a te  de  sod ium O,O5N ve rsés  pou r  l r essa i .

n '  :  nombre  de  rn l  de  t h iosu l f a te  de  sod ium Or05N ve rsés  pou r  I r essa i  à

b lanc  e f f ec tué  dans  l es  mêmes  cond i t i ons .

m  :  p o i d s  d e  l a  p r i s e  d r e s s a i  e n  g .

ANNEXE IV :  MéÈhylat ion de la  c i re.

1  g  de  c i re  ac ide  d i ssou te  dans  3OO m l  d tun  mé lange  benzène -

méthano l -HZS+ concent ré  (  1O- tO-Or5)  ,  es t  chauf  f  é  sous  re f  lux  pendant  une

heure .  Ap rès  re f ro id i ssemen t ,  l e  mé lange  es t  l avé  à  l r eau  j usqu tà  neu t ra -

l i t é  des  eaux  de  l avage  e t  séché  su r  NaTSOO anhyd re .

â$$I -Y- : -I19i s: -9 llr9rg:v le.

Réact i f  :  15 ml  dranhydr ide acét ique dans 30 ml  de pyr id ine anhydre.
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Modé opératoire :

Dans un  ba l lon  met t rê  5  ml  de  réac t i f  mesurés  à  la  p ipe t te  eË

1 g de cire.  Dans un autre bal lon on met la même quant i té de réact i f

(essa i  à  b lanc) . :Ag i te r ,  pu is  chauf fe r  sous  re f lux  pendant  une heure .

A jou ter  1O mI  d feau dans  chaque ba l lon  par  le  ré f r igéran t  e t  chauf fe r

encore  pendant  1O minutes .  La isser  re f ro id l r .  A jou ter  dans  chaque ba l lon

?5 mL de bu t ,ano l  dont  une moi t ié  pour  r incer  le  ré f r igéran t  e t  l rau t re  pour

laver  les  paro is  des  ba1 lons .  T i t re r  par  la  soude a lcoo l ique N en  présence

de phéno lph ta lé ine .

s o i t  n r  m l  v e r s é s  p o u r  l r e s s a i  à  b l a n c ,  e t  n  m l  v e r s é s  p o u r  I e  d o s a g e

ef fec tué  sur  m g  de  c i re .  L t ind ice  drhydroxy le  en  méqu iv .  OH par  g  de

c i re  es t  donné par  :

o ù  a  e s t  l r a c i d i t é  d e  1  g  d e  c i r e .

ANNEXE VI  :  Ind ice de carbonvle.
- - - L - - -

Réac t i f  :  à  9 g  de  ch lo rhyd ra te  d thyd roxy lan ine  a jou te r  40  rn l  d reau  d i s t i l l ée ,

pu is  complé ter  à  8OO-ml  avec  de  1 'é thano l  à  95o.  A jou ter  à  ce tÈe so lu t ion

tou t  en  ag i tan t ,  600 ml  d ra lcoo l  con tenant  316 B de  po t ,asse  e t  10  ml  de

s o l u t i o n  d e  b l e u  d e  b r o m o p h é n o l  ( s o l u t i o n  à  0 1 0 4  7 .  d a n s  l r a l c o o l ) .  F i l t r e r

l e  r é a c È i f .

Mode opératoire :  à 1 g de cire ajouter 50 rnl  de réact i f .  Chauffer sous

re f lux  pendant  une heure .  La isser  re f ro id i r  eÈ t i t re r  par  HGl  N/æ.  E f fec tuer

un essa i  à  b lanc  dans  les  mêmes cond i t ions .

. n - n r
m
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Soien t  n  e t  n t  les

d e  c i r e  e t  1  r e s s a i

par  g  de  c i re ,  es t

vo lumes d fac ide  u t i l i sés  pour  Ie  dosage e f fec tué  sur

à  b lanc .  L r ind ice  de  carbony le ,  expr imé en méqu iv .  C

donné par :

I t r g

: Q

f l  -  î r

20m

$Is-E-$I - i -lI gp3:3!iet- ge - :: I : -9: -! e:zse:

A environ 1OO mg de cire acide dissouÈe

bou i l lan t  on  a jou te  gout te  à  gout te  3O ml  d rune

dans 30 ml de méthanol

so lu t ion  de  BaCl r r  2  H20

à  L7 .  dans  l e  mé thano l  e t  NH,  concen t rée  j usqu rà  ce  qu r i l  n r y  a i t  p l us

fo r rna t ion  de  préc ip i té .  On cent r i fuge

30 rn l  de  né thano l  bou i l lan t ,  pu is  au

e s t  e n s u i È e  s é c h é  à  1 1 o o c .

e t  l ave  deux  fo i s  I e

ch lo ro f  o rme  bou i l  l anÈ .

préc ip iÈé avec

Le préc ip i té
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