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Introduction générale

Le peu d’engouement des chercheurs pour le domaine des matiéres grasses et des
huiles, tient a deux causes principales. La premiére est sans aucun doute que depuis
longtemps, la composition et les propriétés physico-chimiques de ces produits sont connues,
et ils ne montrent pas -apparemment- la méme multivariété que d'autres constituants de nos
aliments. La deuxiéme tient au fait évident que les matiéres grasses présentent de nombreuses
difficultés de manipulation. Par ailleurs, on les dit responsables de tous les maux liés & notre
alimentation : obésité, troubles cardio-vasculaires, excés de cholestérol... Pourtant, c’est en
les manipulant que P’on se rend compte des difficultés considérables que présente leur étude
en général, et tout particuliérement dans le cas des triglycérides de la MGLA. Ce sont des
molécules dont la polydispersivité massique est tres faible, entre 600 et 1000 daltons : il est
donc tres difficile de les séparer par tamisage moléculaire.

Ce sont aussi des molécules neutres électriquement, impossibles a séparer seion leur
charge. Elles possédent de plus un polymorphisme stéréochimique complexe, en raison du
nombre de combinaisons possibles sur le squelette du glycérol, ce qui leur confere des
propriétés physiques tres particulieres. Enfin, en hiaison directe avec ces propriétés physiques,
tous ces lipides sont solubles entre eux a haute température, ou partiellement solubles 4 des
températures plus basses, et les diagrammes de phases en fonction de la température n'ont été
¢lucidés que pour des mélanges au plus ternaires. Ces données ne permettent en aucun cas de
traiter le probléme des graisses naturelles, mélanges infiniment plus complexes.

Ce travail fait suite aux études réalisées au Laboratoire de Physico-chimie et Génie
Alimentaires de 'ENSAIA par Bomaz, 1994, sur le fractionnement membranaire de la
matiére grasse laitiére anhydre en ’absence de solvant, études poursuivies par Diagana (1997)
sur la faisabilité industrielle du procédé qui en est issu. L’interprétation du phénoméne de
partition hydrophobe n’a fait pour I’instant que I’objet d’hypothéses. On comprend qu’étant
donné la composition de la mati¢re grasse en général et de la MGLA en particulier, la
compréhension des interactions est un probléme ardu, mais auquel on ne peut échapper pour
optimiser le procédé de fractionnement, car la composition triglycéridique de la MGLA
détermine ses propriétés chimiques et physiques. Notre objectif est donc de contribuer a la
compréhension des mécanismes d'interaction en milieu hydrophobe entre particules et
membranes, le matériau membranaire étant pris au sens trés large de milieu poreux générant
une partition des IGs.

Ce mémoire compte une importante partie bibliographique qui se propose de faire le

point sur les connaissances actuelles relatives a la structure des triglycérides, tout
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particuliérement sur ceux de la MGLA. Dans cette partie sont abordées également les théories
de la chromatographie liquide faisant intervenir I'hydrodynamique des particules dans un
milieu poreux, ainsi que les interactions multiples qui se manifestent entre particules et
matériau filtrant (force de Van der Waals, interactions polaires, hydrophobes, interactions
électrostatiques, effets stériques, ...)

Dans le chapitre Matériels et Méthodes, nous avons précisé dans quelles conditions
nous avons simplifié les montages expérimentaux, dans le but de faciliter I'interprétation des
résultats, en ne tenant compte que des interactions matériau-molécules, sans y introduire les
biais de montages eux-mémes compliqués, comme la filtration tangentielle, qui pourtant
restera la seule applicable industriellement -ce qui n'est pas notre probléme ici.

La partie Résultats et Discussion a été structurée de la fagon suivante : tout d'abord,
face a la complexité du probléme, il était nécessaire de reprendre la détermination de la
composition triglycéridique de la MGLA par CLHP en phase inversée. Nous avons également
repris l'étude de la partition des TGs de la MGLA par filtration sur micromodule plan avec
différents types des membranes et différentes conditions expérimentales. Devant la difficulté
de progresser avec un montage tangentiel, nous avons décidé d'utiliser une configuration
simple : la filtration frontale, qui de plus, permettait de se rapprocher de conditions dans
lesquelles les théories de la rétention en chromatographie liquide peuvent s'appliquer.

Par ailleurs, la MGLA est un modéle de mélange de TGs qui a ses avantages (grande
diversité des molécules, aussi bien en terme de longueur de chaines carbonées que
d'insaturation), mais aussi des inconvénients et tout particuliérement la complexité de
I'analyse. D'autres huiles ont été utilisées pour cette raison : filtration de mélange de TGs purs,
(essais limités par le prix de revient de ces produits), ou d'huiles ou de mélanges d'huiles
végétales bon marché, dont les propriétés spécifiques de composition ont €té utilisées pour
mieux comprendre les interactions entre TGs et matériaux support ou membranes.

Compte tenu des résultats obtenus sur ces différents matériaux poreux, nous avons
tenté de dégager les principes d’une interaction de nature hydrophobe en nous inspirant des
mécanismes qui prévalent en chromatographie liquide. A ceci prés que dans la théorie
habituelle, on traite de solutés et de solvants, alors que ces systémes solutés-solvants
n’existent pas en filtration de matiére grasse liquide : on peut considérer que la matiére grasse

est elle-méme le solvant de ses propres constituants.



Introduction générale

Pour parvenir & une meilleure compréhension, nous avons développé une nouvelle
approche de la notion d'hydrophobicité, ou plutét de non-polarité, puis nous y avons incorporé
des éléments de volumine et d’énergie en utilisant un logiciel de simulation de structure.

Enfin, dans une conclusion générale qui nous permet d'ouvrir les perspectives de ce
travail, nous dégageons les principaux facteurs qui, dans les conditions de cette étude, sont
influents sur les interactions triglycérides - support qui régissent la séparation membranaire

dans de tels milieux.
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I- Structure et composition des triglycérides

I-1. Introduction

En dehors des lipides polaires (phospholipides, cérébrosides, etc...) et de
l'insaponifiable (stérols), la matiére grasse est constituée d'un mélange de glycérides,
essentiellement des triglycérides (TGs). Le nombre élevé d’acides gras (AGs) ainsi que leurs
multiples combinaisons avec le glycérol font de la matiére grasse un mélange extrémement
complexe. Ceci est particuliérement vrai pour les matieres grasses d'origine animale, comme
le beurre par exemple. En outre, de nombreux facteurs influencent la composition en acides
gras et la structure des triglycérides d'une huile ou de la matiere grasse "naturelle” (non
modifiée par des traitements technologiques). Dans le régne végétal, ce sont des facteurs aussi
divers que le climat, le type de sol, la géographie et la maturité de la plante qui interviennent
dans la composition de 1'huile. Dans le régne animal, la composition de la matiére grasse varie
selon l'espece, l'alimentation, la santé et 'environnement de 1'animal (Bornaz, 1994). Ainsi,
pour caractériser une matiére grasse, il faut non seulement déterminer sa composition
chimique (triglycérides, acides gras et autres composants mineurs), mais également ses

propriétés physiques et comprendre leur interdépendance.

I-2. Triglycérides
L'¢tude des caractéristiques physico-chimiques des TGs est capitale. De maniére
générale, on étudie les propriétés rhéologiques, la cristallisation, ainsi que le point de fusion et

le profil thermique.
Nous nous intéresserons ici plus particuliérement a la matiére grasse de lait anhydre.
Le beurre que l'on obtient aprés barattage de la créme est une émulsion du type eau dans
I'huile. Cette émulsion est constituée de 82 % minimum de matiére grasse et de 16% d'eau au
maximum. La matiére grasse de lait anhydre (MGLA), qui peut étre obtenue industriellement
selon différents procédés, est essentiellement composée de triglycérides (96 %), de
diglycérides (2 & 3 %) et comporte quelques traces de monoglycérides, ainsi que quelques

autres composés liposolubles.
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I-2.1. Quelques généralités

Les triglycérides sont des triesters d'acides gras et de glycérol (fig. I-1). Le tableau I-1
indique les abréviations couramment utilisées de ces acides gras. Quand le glycérol est 1ié a
trois molécules dun méme AG, le TG formé est dit homogéne. Mais si deux AGs sont
identiques alors que le troisieme est différent (R] = R2 # R3), ou si les trois sont différents
(R1 # R2, R1 # R3, R2 # R3), les TGs sont dits mixtes. La présence de deux types d'AGs
induit la présence de deux isomeéres de position, soit I'isomere 1-2 (TG asymétrique), soit
l'isomeére 1-3 (TG symétrique), que 'on peut représenter respectivement par R] R R3 ou R
Ro R1. Avec trois AGs différents, il y aura trois isoméres de position R] R2 R3, R1 R3 R2 et
R2 R] R3, chacun dédoublé en deux stéréoisomeres.

Pour la majorité des huiles et des matiéres grasses, les TGs ont les caractéristiques
suivantes: les AGs ne sont pas ramifiés, le nombre de carbones est pair, a quelques exceptions

pres et les doubles-liaisons sont en configuration cis .

H,COOR,

1
R,COO 4 Cllb H

H,COOR;

Figure I-1 Formule générale d'une molécule de triglycéride. (Ri, R2, R3: chaines
hydrocarbonées).

I-2.2. Probabilités d'existence structurale des triglycérides

La détermination de la structure glycéridique d'un corps gras est trés complexe (Mattil
et Norris, 1947). Ainsi, pour un nombre donné d'AGs (n), on peut calculer le nombre possible

de TGs

1- Sans considération des isomeres de position

B (n3 +3n° + 2n)

N1 -1
- D
2- En considérant les isomeéres de position
3,.2
N2 = <n_+2n_> 1-2)
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3- En considérant tous les isoméres (méme optiques)
N3 =n3 (1-3)

Ces probabilités font apparaitre la complexité d'une matiére grasse ou d'une huile en

raison du nombre trés élevé de TGs possibles (Tableau I-2).

Tableau J-1 Abréviations des principaux acides gras (AGs), poids moléculaires (PM) et points
de fusion (PF) de triglycérides homogenes.

AGs NC Abréviation PM PF (°C)
Butyrique 4 Bu 88 -8,0
Caproique 6 Co 116 -34
Caprylique 8 Cy 144 16,7
Caprique 10 C 172 31,6
Laurique 12 La 200 442
Myristique 16 My 228 54,4
Palmitique 16 P 256 62,9
Palmitoléique 16:1 cis Po 254 0,5
Stéarique 18 S 284 69,6
Oléique 18:1 cis 0 282 16,3
Linoléique 18:2 cis L 280 -5,0
Linolénique 18:3 cis Ln 278 -11,0

Tableau I-2 Les probabilités théoriques d'existence des TGs (N) en fonction du nombre
d'acides gras (n) présents.

Nombre d'AGs Nombre de TGs

n N1 N2 N3
1 1

2 4 6 8

3 10 18 27
4 20 40 64
5 35 75 125
10 220 550 1000
13 455 394 2197

1-2.3. Hypothéses et lois de répartition.

La variété des huiles et MGs dans la nature et l'apparition de changements subtils de
composition liés a 1’environnement indiquent que la structure des TGs n'est pas régie par des
lois simples. Toutes les théories s'intéressant & leur composition sont fondées sur le fait que

les corps gras naturels sont composés en majeure partie de triglycérides mixtes.
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I-2.3.1. Répartition réguliére

La théorie de la répartition réguliere résulte d'une étude datant de 1927 (Mattil et
Norris, 1947 ; Hilditch, 1949). Selon cette théorie, les AGs dans les corps gras naturels
tendent a se distribuer le plus largement possible sur les molécules des TGs:

1- Lorsqu'un acide gras (A) constitue a peu pres 35 % des AGs totaux (A+X), l'acide

gras A va apparaitre au moins une fois (AX2), pratiquement dans tous les TGs du

corps gras en question.

2- Si le pourcentage d'acide gras (A) est compris entre 35 % et 65 % des AGs totaux,

des TGs mixtes avec 2 AGs se formeront (A2X) dans n'importe quel TG.

3- Si I'acide gras (A) constitue 70 % et plus, les AGs restants (X) peuvent former des

TGs mixtes (A2X), I’exces de (A) apparaissant comme un triglycéride simple (AAA).

4- Si I'acide gras A constitue 15 % ou moins du total, il n'apparaitra pas plus d'une fois

dans la molécule de TG (AXX), il peut aussi ne pas apparaitre.

Cependant, cette théorie séduisante n'est pas généralisable & toutes les huiles végétales

et surtout, elle ne tient pas compte des isomeéres de position.

I-2.3.2. Répartition au hasard (1-random, 2-random, 3-random)

Les AGs sont distribués séparément sur les positions snl, sn2 et sn3 du glycérol et
chaque AG est distribué au hasard (Mattil et Norris, 1947 ; Daubert, 1949). La quantité de
chaque composé triglycéridique peut &tre calculée selon :

% sn- XYZ = (% X mole en snl) x (% Y mole en sn2 ) x (% Z en sn3) x 104 (I-4)

Ce qui se traduit par les équations suivantes:

% TGaaa=AxAxAx 104 (1-5)
% TGaab=AxAxBx3x104 1-6)
%TGabc=AxBxCx6x104 (1-7)

A, B, C sont les pourcentages molaires des AGs a, b, c.

Si Pl # P3 ou Ol # O3, alors les énantiomeéres sn-PPO et OPP vont étre présents en
quantités inégales dans cette distribution.

Pour réaliser la distribution au hasard (l-random, 2-random, 3-random), il est
nécessaire de disposer des résultats des analyses stéréospécifiques sur la composition des AGs

en position snl, sn2 et sn3 de TGs naturels. Cette théorie permet de décrire la composition
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triglycéridique des graisses d'animaux en adipose (animaux maintenus en régime alimentaire
riche et constant pendant 4 & 6 mois). Elle est valable pour plusieurs huiles (soja, arachide,
colza, mais, olive; ...), cependant, les résultats obtenus par HPLC indiquent une différence
avec la théorie de la distribution au hasard. Les huiles montrent une distribution génétique des
AGs ou préférentiellement contrdlée. La seule exception concerne l'huile de tournesol qui suit

apparemment une distribution statistique des AGs (Zeitoun ez al., 1991).

1-2.3.3. Statistique interne - statistique externe

La méthode proposée par Van der Wal (1960) et Coleman (1961) est basée sur la
composition totale en AGs et sur celle des AGs placés en position sn2, déterminées au moyen
d'une lipase pancréatique. Il s'agit d'un cas particulier de "Distribution Statistique par
Position". Cette théorie suppose que deux groupes différents d'acides gras sont distribués
séparément et au hasard sur les positions 1, 3 et sur la position 2 de la molécule de glycérol.
Les positions 1 et 3 sont équivalentes et sont occupées par des types et des proportions d'AGs
identiques, également distribués au hasard. La théorie de la statistique interne-externe se

calcule au moyen des équations suivantes:

X1=X2,Y1=Y3,21=22 (I-8)

% sn XYZ = (% X en sn-1,3 ) x (%Y en sn-2) x (% Z en sn-1,3) x 10-4 I1-9
Une autre méthode de calcul de statistique interne-externe a été proposée par Gunstone
(1962). Selon cet auteur, la position sn2 du glycérol est occupée préférentiellement par un
C18 insaturé et les positions snl,3 par les AGs restants, ainsi que par les autres C18 insaturés.

La distribution sur chaque position est statistique. Les calculs font apparaitre les résultats

suivants:

%S S; S,U SU, Us
<331/3 0 (38/20)° | 3S(3U-100)/200 | ((3U-100)/20)*
33 1/3 - 66 2/3

> 66 2/3 100 - 3U 3U 0 0

S, acides gras saturés; U, acides gras insaturés

Dés 1965, Perkins et Hanson ont développé un programme informatique pour calculer
la structure des TGs et comparer les différentes méthodes théoriques de distribution. La
théorie dite de la statistique externe/interne (méthode originale de Vander Wal) et la

distribution au hasard de Gunstone donnent une bonne approximation, mais la derniére
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diverge quand on veut comparer des formes isoméres. Cette méthode se révele valable pour la
prédiction de la composition des huiles de graines contenant des acides gras courants (C16,
C18, C18:1, C18:2, C18:3), & condition que les isoméres optiques ne soient pas différenciés.
Selon Blank et Privett (1966), cette hypothése ne peut étre utilisée pour tous les corps gras.
Par exemple, elle est valable pour I'huile de mais et l'huile du coton, mais pas pour le beurre
de cacao. Il existe également une grande divergence entre les résultats expérimentaux et les
calculs théoriques pour les corps gras animaux. Jurien et Kroesen (1965) ont confirmé la
justesse de la théorie de Vander Wal sur la distribution des AGs dans les TGs des corps gras
végétaux. Mais selon Perrin et al. (1987), la biosynthése de I'huile de pépins de cassis est

sélective et n'obéit pas aux lois statistiques.

1-2.3.4. Autres hypothéses de distribution au hasard

Plusieurs hypothéses ont €té proposées au cours des derniéres décennies pour calculer
la distribution des acides gras sur la molécule de glycérol, mais elles ont été progressivement
abandonnées. Certaines ne sont plus utilisées parce qu'elles ne différencient que les acides
gras saturés et insaturés, d'autres parce qu'elles ne prennent pas en considération les isoméres
de position. On peut citer la théorie de distribution statistique au hasard restreinte de Kartha

(1953 1, II) et celle de Longenecker (1941), modifiée par Mattil et Morris (1947).

I-2.4. Répartition des acides gras sur les triglycérides

Dans les TGs naturels, la position sn2 est préférentiellement occupée par des chaines
grasses insaturées, avec un ordre prioritaire: l'acide linoléique est suivi de l'acide oléique, puis
de l'acide linolénique. L'acylation préférentielle est quasi absolue pour les huiles de graines
oléagineuses, elle est un peu moins nette pour les graisses d'origine animale. Cette regle
n'apparait pas chez les végétaux et les animaux supérieurs, avec une exception: dans le suif, la
position sn2 est préférentiellement occupée par l'acide palmitique (Mattson et Lutton (1958).
Selon Savary et al. (1958), les TGs végétaux ou animaux ne suivent pas de distribution au
hasard, la position occupée par les AGs dépendant de la longueur des chaines dans le cas des
AGs saturés et du degré d'insaturation pour les TGs insaturés. Pour les huiles végétales, les
AGs saturés sont principalement en position 1 et 3 et les insaturés sont en position 2. Cette
régle est moins stricte dans le cas des corps gras animaux. Dans les huiles de poisson, les
acides gras saturés sont prépondérants en position sn2, mais cette prépondérance est limitée

par celle des acides polyinsaturés a 20 et 22 carbones ((n-3) (n-6)). Dans les huiles végétales
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et les graisses animales, la répartition de chaque acide entre les positions 1 et 3 est différente,
ce qui laisse supposer la formation préférentielle de I'un des deux isomeéres optiquement actifs
possibles. Cette formation préférentielle parait plus nette dans les graisses animales que dans

les huiles végetales.

I-2.4.1. Cas particulier: la répartition des triglycérides du lait

Selon Gresti er al. (1993), la distribution des AGs dans la MG laitiére n'est pas due au
hasard, mais aux propriétés spécifiques des acyltransférases dans la glande mammaire des
ruminants. La voie principale de biosynthese des TGs est celle du sn-glycerol-3-phosphate et
de l'acétylcoenzyme A longue chaine (palmitoyl-coenzyme A, en particulier). Taylor et
Hawke (1983) ont montré que dans la matiére grasse laitiére anhydre (MGLA), l'acide
butyrique et l'acide caproique sont presque totalement estérifiés en sn3, alors que l'acide
palmitique est en snl et sn2. L'acide stéarique et l'acide oléique sont répartis en fonction du
poids moléculaire des triglycérides. Pour des TGs a haut poids moléculaire, ces deux AGs
sont estérifiés préférentiellement en position 1 et 3, alors que pour des TGs a bas poids
moléculaire, ils le seront seulement en position 1. Pour Maniongui er al. (1991), il existe une
grande différence entre les valeurs expérimentales et les valeurs calculées au hasard dans les
MGs naturelles (Bugaut ef al., 1979, Bugaut, 1989, Kalo et al., 1989 a, b, Kalo, 1986, 1990).
En outre, l'acide butyrique dans la MGLA est spécifiquement estérifié en position sn3 et non

pas distribué au hasard.

I-3. Composition et propriétés physiques et de la MGLA

La matiére grasse laitiére anhydre est considérée comme le plus complexe des corps
gras, en rajson du grand nombre d'acides gras que l'on y rencontre et de leurs multiples
possibilités de distribution sur la molécule de glycérol. Nous ne reviendrons pas ici sur la
composition des globules gras du lait sécrété dans les glandes mammaires. On se reportera
avantageusement aux travaux de King (1955a, b) ; Walstra (1983) ; Jensen et Clark (1988);
Precht (1988) ; Jensen et al. (1991).

Les triglycérides constituent 98 % de la MGLA et jusqu'a 99,3 % dans ce que l'on
appelle communément I’huile du beurre (Bassette et Acosta, 1988). La MGLA est une matiére
premiére trés variable et sa composition chimique est influencée par de nombreux facteurs tels
que la saison, la lactation, le régime alimentaire, la race, I’age de la vache, etc... (Norris e al.,

1973 ; Parodi, 1974 ; Christie, 1979 ; Amer et al,, 1985 ; Bomaz et al., 1992 ; Banks, 1991a)
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I-3.1. Composition de la matiére grasse laitiére
La matiére grasse laitiere étant particuliérement complexe, sa composition

triglycéridique n’est pas entiérement connue.

I-3.1.1. Composition en acides gras

La composition en acides gras joue un rdle trés important sur la fonctionnalité et les
propriétés physiques de la MGLA.

Celle-ci est caractérisée par un grand nombre d'AGs différents. Plus de 400 ont été
identifiés, mais seulement 10 a 20 constituent 90 % de la totalité (Jensen et clark, 1988,
Sonntag, 1979b). Selon Banks (1991b) et Gresti er al. (1993), il y aurait 15 AGs majeurs: huit
saturés (C4:0 a C18:0), trois mono-insaturés (C14:1 a C18:1), un di-insaturé (C18:2), un tri-
insaturé (C18:3) et deux acides gras impairs saturés (C15:0 et C17). En considérant seulement
14 AGs, leur estérification sur la molécule de glycérol pourrait théoriquement générer 560
TGs différents (Maniongui et al., 1991). Cependant, comme on I'a vu plus haut, il existe un
certain déterminisme dans la distribution des AGs sur le glycérol. (Tableau I-3)

La MG du beurre contient environ 70 % d’acides gras saturés courts ou longs, 27% de
mono-insaturés et environ 3 % de polyéniques (Kuzdal-Savoie, 1984; Banks, 1991b). Il faut
ajouter que la composition en AGs varie peu selon les races et les espéces et beaucoup plus
selon I'époque de la lactation (Parodi, 1974 ; Christie, 1979 ; Taylor et Hawke, 1983 ), la
saison (Norris et al., 1973 ; Sonntag, 1979a; Bornaz et al., 1992) et le régime alimentaire
(Steele et Moore, 1968 ; Banks et al, 1976a; Baer, 1991 ; Grummer, 1991 ). D'aprés le
tableau I-3, on peut observer que les AGs majeurs sont l'acide palmitique (C16:0) et ’acide
oléique (C18:1) (20 & 30 %). La série C4:0 a4 C10:0 compte pour un peu plus de 10 %, les
C12:0 et C14:0 y contribuent pour 10 4 20%.

On sait analyser depuis longtemps la composition en acides gras par chromatographie
en phase gazeuse de leurs esters méthyliques, mais des esters butyliques sont également

utilisés pour quantifier les AGs courts tels que 1’acide butyrique (Maniongui et al., 1991).
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Tableau I-3 Abréviations des principaux acides gras, pourcentages du poids total (D'apres les
travaux de Wolff (1968) ; Deroanne (1976); Alais, 1984 ; Fouad er al (1990); Chambon
(1992) ; Breitschuch et Windhab (1996))

Catégorie Nombre d’atomes de carbone % du poids total
C4:0 1,4a5,1
C6:0 1,1a3,1
C8:0 0,922,
C10:0 2,1a39
Acides gras saturés C12:0 2,4a43
C13:0 0,1a20,3
C14:0 8224145
C15:0 1,1al8
C16:0 222375
C17:0 0,5a20,7
C18:0 6,614
C20:0 0a0,3
10:1 0,2a40,5
12:1 0,3a04
Acides gras mono-insaturés 14:1 04a2
15:1 0,5a0,2
16:1 1,11a28
17:1 0,3a0,6
Acides gras mono-insaturés 18:1 16,2 234,5
Acides gras di-insaturés 18:2 1,3a2,9
Acides gras tri-insaturés 18:3 0,54 44,8

I-3.1.2. Composition en triglycérides
En raison des combinaisons possibles, le nombre théorique de triglycérides avoisine
400° (Jensen et al, 1991). En conséquence l'analyse structurale détaillée de la composition
triglycéridique est trés difficile. De plus, il faut noter que c’est la composition triglycéridique
de la MGLA qui semble avoir le plus d’influence sur les propriétés physiques et non pas la

composition en AGs. Depuis quelques années, les techniques d’étude de la composition

12
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glycéridique par chromatographie liquide a haute performance (CLHP) se sont beaucoup
améliorées. En effet, contrairement & la chromatographie en phase gazeuse (CPG) qui
considére seulement le nombre de carbones, cette technique prend en compte et
simultanément, deux facteurs : le nombre de carbones (nc) et le nombre de doubles liaisons
(ND). (Annexe 1 présente différents travaux analytiques des TGs de différents corps gras et
huiles par CLHP).

La détermination des TGs est intéressante a plus d'un titre :

- Les enzymes lipolytiques sont directement influencées par la structure des TGs. Par
conséquent, la connaissance de cette structure permet une meilleure approche de la
formulation des MG entrant, par exemple, dans les laits infantiles maternisés.

- La structure des TGs est responsable du comportement de fusion et de cristallisation,
ainsi que des propriétés rhéologiques de la matiere grasse.

- I est possible de déterminer l'origine de la MG entrant dans la composition du lait et
détecter ainsi une altération possible.

Plusieurs équipes ont essayé de déterminer la composition triglycéridique de la MGLA
par chromatographie. Barron et al., (1990), ont analysé la MGLA par CLHP en phase inverse
et CPG et ont déterminé les proportions de 116 espéces moléculaires de TGs par la
distribution au hasard des AGs. Ces auteurs ont considéré que les espéces moléculaires les
plus probables sont celles ayant des pourcentages relativement importants (>0,1 %). Seules
157 espéces ont été prises en considération, dont 38 % contiennent des AGs a courte chaine
(C4, C6), 82 % des AGs a chaine moyenne (C8 - C14) et 91 % des AGs a longue chaine (C16
- C18). Les AGs tri-insaturés apparaissent dans 43 % du nombre total d'espéces identifiées, les
mono-insaturés dans 31 %, les di-insaturés dans 12 % et les poly-insaturés dans 14 %.
Maniongui ef al., (1991) et Gresti et al., (1993) ont étudié la composition de la matiére grasse
bovine par combinaison de CLHP-phase inverse et CPG. Gresti et al.,, (1993), présentent la
composition trés précise de 223 espeéces triglycéridiques a nombre pair d’atomes de carbones
variant de C4:0 a C20:0.

Ces auteurs observent 1’absence d'une espéce triglycéridique prédominante. De plus,
aucun acide gras ne s’accumule significativement dans les espéces triglycéridiques majeures.
On peut remarquer que les trois TGs majeurs de la MGLA contiennent de I’acide butyrique :
C4:0 C16:0 C18:1 (4,2 %), C4:0 C16:0 C16:0 (3,2 %) et C4:0 C14:0 C16:0 (3,1 %). L’acide
butyrique est normalement en position sn3. Toujours d'aprés Gresti ef al., (1993), la matiére

grasse du lait de vache est composée & 56 % de TGs non homogenes ; les AGs a courte chaine
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sont limités 4 un par molécule ; les TGs saturés simples a longue chaine sont seulement
présents a raison de 0,4 %, ainsi que les TGs saturés longs non homogénes, présents a raison
de 2,9 %. La proportion de TGs possédant un AG court associé a 2 AGs longs est égale a 36
% du total. En outre, les neufs principaux TGs (24,7 %) contiennent tous au moins un acide
palmitique.

Les résultats de Gresti et al., 1993, montrent que la composition triglycéridique de la
MGLA ne suit pas une distribution au hasard, mais au contraire, que les AGs sont distribués
de maniére préférentielle sur le glycérol.

Cependant, Barron et al, (1990) considérent, malgré la grande différence existant
entre la distribution au hasard des TGs et les résultats expérimentaux, que la distribution au
hasard peut fournir au niveau qualitatif des informations importantes pour la prédiction des
espéces moléculaires. Enfin, selon Bornaz e al (1992), la distribution au hasard peut étre
utilisée pour identifier les effets saisonniers sur les variations de composition en TGs et,
surtout, pour prédire les composés triglycéridiques présentant la contribution la plus
importante intervenant dans les variations saisonnieres et régionales. A cet effet, Bornaz et al.
(1992) ont étudié la composition triglycéridique du beurre d’été et d’hiver pour déterminer les
principaux TGs responsables des variations saisonniéres. Quatre groupes de TGs ont été
identifiés: POO, MyOO, CLa0O + CyMyOQ + CoPO + BuSO, BuPO + CoMyO + CoPL

Un travail récent sur la composition triglycéridique de la MGLA a été effectué par
Ruiz-Sala ez al. (1996) en utilisant la CLHP-phase inverse couplée a un détecteur a diffusion
de lumiere (DDL) et un gradient d’élution, le tout associé & un chromatographe en phase
gazeuse. Dix neufs AGs ont été utilisés pour la prédiction des espéces triglycéridiques ; 181
TGs ont été identifiés, dont 79 sont des saturés, 44 des mono-insaturés et 48 des polyinsaturés.
La majorité des TGs insaturés contiennent un seul AG insaturé ; 41 contiennent 2 AGs
insaturés et seulement 5 possédent 3 AGs insaturés. Certains TGs identifiés par d’autres
chercheurs n'ont pas été retrouvés par ces auteurs parce que la méthode d’identification des
TGs n'est pas seulement basée sur I’estimation du nombre équivalent de carbones (Equivalent
Carbon Number, ECN), mais aussi sur 1’analyse des AGs de chaque fraction triglycéridique.
Ainsi, alors que Bomaz er al. (1992) trouvent 26 espéces moléculaires contenant 1’acide
linolénique, Ruiz-Sala ef al. (1996) n'en retrouvent que neuf.

L'ensemble de ces résultats montre encore une fois la complexité de la MGLA, avec
des résultats de composition triglycéridique trés variables (Tablean I-4) selon la méthode

d’analyse et les différentes conditions expérimentales utilisées.

14



Chapitre I : Revue bibliographique

Tableau I-4 Composition de quelques TGs principaux de la MGLA d’aprés Gresti et al.
(1993) et Ruiz-Sala et al. (1996).

Gresti et al., 1993

Ruiz-Sala er al., 1996

TGs Exp. (% mole) Exp. (% pics)
BuMM, BulLaP 1,30 1,22
CoLaO 0,00 1,66
CCM 0,00 1,13
CoLaP, CoMM 0,93 1,89
CoCS, BuMP, BulLaS 4,42 3,02
CoPl, CoMO 0,12 1,01
BuPO 4,17 2,75
CoMP, CCP, BuPP, BuMS 8,10 1,53
Lalala 0,11 5,30
CoPO, BuSO 3,60 3,28
CyMP, CoPP, BuPS 4,47 3,81
CyO0O 0,24 2,71
CMO 0,115 1,91
CyPO, CMM 0,45 2,13
LaLaP, LaMM, CMP, CLaS, 2,49 1,63
CoPS, BuSS 1,66 3,25
COO, LaOL 0,75 1,09
CySO, MMoP 0,52 1,16
CPP, LalLaS 1,23 3,60
CyPS, CMS 0,62 1,01
PSLn, MOQ, PPoO 2,18 3,24
PPL, MSL, MPO, LaSO 4,64 3,10
MPP, MMS, LaPS, CSS 1,52 3,99
POO 2,50 2,32
PPO 2,34 2,84
PPP, MPS 1,01 3,10
PSO 0,79 1,60

1-3.1.3. Structure de la MGLA

Les acides gras de la MGLA sont répartis sur la molécule de glycérol selon des lois

précises, gouvernées par un ensemble de processus physiques et chimiques (Kalo, 1986 ; Kalo

et al., 1989ab). Les positions les plus fréquentes des différents AGs sur le glycérol sont

aujourd'’hui connues (Parodi, 1982 ; Taylor et Hawke, 1983 ; Bhatti, 1987 et Jensen et al,

1991) :
C4etC6
C8

snl et sn3

sn2 et sn3
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C10,C12,Cl14 sn2

C16:0 snZ et snl
C18:0 snl et sn3
C18:1 snl et sn3

La distribution des AGs sur le glycérol n’est pas déterminée par analyse directe telle
que la CLHP, mais par des techniques chimiques ou des glycérides partiels sont formés par

action de lipases sélectives sur les TGs.

I-3.2. Propriétés physiques de la matiére grasse

Les propriétés physiques de la matiere grasse s'expriment principalement par son
comportement a la cristallisation et par ses caractéristiques thermiques. La matiére grasse du
lait est un constituant trés important de la plupart des produit laitiers. Les propriétés physiques
de la matiére grasse du lait dépendent de la nature des triglycérides présents et de leurs
proportions relatives.

Ce phénomene suit un processus trés complexe dfi au grand nombre de triglycérides
présents. Le processus de cristallisation provient de la nucléation et de la croissance des
cristaux. Ces étapes ont été détaillées par ailleurs et ne sont pas le but de ce travail.
Cependant, il est important de rappeler que la morphologie des cristaux détermine les

propriétés rhéologiques de la matiere grasse.

1-3.2.1.1. Polymorphisme des cristaux

La plupart des lipides ont la propriété de présenter différentes températures de fusion
résultant de l'existence de plusieurs structures cristallines simultanément présentes (Larsson,
1972). Ce polymorphisme peut étre défini comme étant ’aptitude d’un cristal 4 montrer
différents types d’unités structurales par modification de sa conformation moléculaire & I’état
solide (Small, 1986). Le polymorphisme des lipides résulte principalement des différentes
possibilités d’empilement des chalnes hydrocarbonées dans le réseau cristallin. Ces chaines
constituent, a 1’état solide, des plans alignés en zigzag et en position trans les uns par rapport
aux autres. L’empilement de ces chaines résulte d’interactions correspondant & des forces de
dispersion s’exercant a courte distance (Van der Waals, London). La configuration des
chaines carbonées en zigzags plans correspond a I'énergie la plus basse, la distance entre deux
carbones consécutifs est maximale (1,27 A° par carbone) ce qui confere a la chaine

aliphatique une élongation maximum. Ces zigzags plans tendent vers une stabilité maximale

16



Chapitre I : Revue bibliographique

en fonction du temps, ¢’est & dire vers une organisation présentant le maximum de compacité.
La cristallisation des TGs sous la forme thermiquement la plus stable est tres lente.

Les TGs se présentent sous trois formes cristallines principales, mais dans le cas des
TGs mixtes, le polymorphisme est plus complexe et plusieurs formes peuvent coexister
(Lutton, 1950 ; Chapman, 1962 ; Simpson, 1982 ; Wang et al., 1987 ; Hagemann et Rothfus,
1983 ; Hagemann, 1988 ; Sato et al, 1989 ; Kellens et al., 1990). Les formes initiales ou
sous-cellules des TGs sont représentées dans la figure I-2 :

1- La forme o : elle correspond a des sous-cellules cristallines hexagonales (H) en désordre
statistique autour des axes des chaines. Cette forme est 1a moins compacte et la moins stable.
Elle est obtenue a basse température suite a un refroidissement rapide. Les chaines sont
perpendiculaires au plan de base. Les groupements méthyl - terminaux sont irréguliers. Cette
irrégularité confére une grande mobilité 4 la forme ct.

2- La forme [": les chaines ont un arrangement perpendiculaire sous forme de zigzags plans et
sont groupées en sous-cellules orthorhombiques (OL). Elles sont inclinées sur leur plan de
base. Les groupements méthyl - terminaux de la forme P sont plus ordonnés que dans les
formes B' et a. La forme ' est elle-méme constituée des formes B'1 et $'2. (Simpson, 1982;
Hagemann, 1988; Kellens et Reynaers, 1992). La forme p' est obtenue par refroidissement du
liquide jusqu'a la température de fusion de la forme o, puis la température est maintenue
jusqu'a la cristallisation (Ollivon, 1982).

3- La forme [ : c'est la forme la plus compacte et la plus stable. Les chaines sont arrangées en
sous-cellules tricliniques (T//) avec un arrangement parallele sous forme de zigzags plans. Elle
est obtenue par fusion de la forme o ou P' et recristallisation. Les chaines sont plus inclinées
que dans f3' par rapport au plan de base. La stabilité de cette forme s’explique par I’immobilité
des groupes méthyl - terminaux (Hernqvist, 1988)

4- La forme y : hautement instable; elle a été seulement signalée dans des études par
photomicrographie (Beloussov et Vergelossov, 1962)

En outre, il faut noter que les molécules lipidiques s'arrangent en strates dont
I'épaisseur reflete le nombre de chaines empilées dans la couche. Les triglycérides s'empilent
en strates d'épaisseur deux, trois, ou plus rarement six longueurs des chaines (2L, 3L, 6L). Ces
strates sont fonction, non seulement de la symétrie du TG considéré, mais aussi de la longueur
des chaines et de I’insaturation. En effet, les doubles-liaisons ont tendance a se rassembler

pour diminuer I’énergie libre du systéme (Small, 1986).
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Les groupements polaires, les méthylénes et les méthyls terminaux sont également
regroupés en strates parallieles a lintérieur des strates moléculaires. Enfin, les liaisons
hydrogénes assurent la cohésion des groupements triesters.

Ainsi, en fonction des paramétres et des conditions de tempérage, on observera la
transition d’une forme polymorphique vers une autre généralement plus stable (Mulder et
Walstra, 1974 ; Hemgqvist et Larsson, 1982 ; Hernqvist er al., 1984)

Le polymorphisme des lipides a été étudié¢ au moyen des techniques les plus diverses,
notamment la spectroscopie infra-rouge, la dilatométrie et la résonance magnétique nucléaire.
Mais les deux techniques les plus utilisées sont la diffraction des rayons X et I’analyse
thermique. L’étude du polymorphisme est devenue indispensable aussi bien pour les
chercheurs que pour les industniels, car le polymorphisme des cristaux peut affecter les

caractéristiques physiques d’un produit au cours du temps.

I-3.2.1.2. Trausitions de phases
La plupart des transitions de phases suivent une cinétique du premier ordre. La
cinétique de transition est d’autant plus rapide que les chaines sont courtes. Les structures les
plus compactes, donc les plus stables, sont celles qui sont les plus lentes 4 se former, tandis
que la variété métastable, qui nécessite moins d’énergie, se forme en premier mais a plus

basse température (Ollivon, 1992).
345 al-s) vap e .
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Figure I-2 Les structures cristallines des différents triglycérides (Herngvist et Larsson, 1982)
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1-3.2.1.3. L’état liquide des triglycérides

La mémoire de I'état cristallin peut persister dans une huile apres la fusion des cristaux
(Larsson, 1972) (figure I-3). Cet auteur pense que la structuration du liquide provient de
I’existence d'une phase cristalline liquide correspondant a la persistance de micelles de type
smectique (les agrégats conservent une certaine stratification). Les groupements glycérols
resteraient associés, tandis que les chaines aliphatiques seraient fortement désorganisées et
constitueraient un continuum paraffinique. Hemgqvist (1984) considére que 1’état liquide des
triglycérides n'est pas totalement désorganisé et que l'ordre des différents segments des
chaines hydrocarbonées reste constant avec la température et varie avec la longueur des
chaines. La phase liquide (Larsson, 1972) ressemblerait & une organisation de micelles
inverses, mais caractérisées par la formation de structures lamellaires, comme celles d'une
émulsion de monoglycérides. Les lamelles sont composées d’une bicouche de
triacylglycérides dans lesquels la longueur des chaines d’AGs correspond a I’épaisseur. La
longueur moyenne de ces lamelles a été estimée a 200°A

Cebulla ez al., (1992) n'observent pas d’organisation smectique de la phase liquide de
ceci, indépendamment de la température. L’état de la phase liquide s’approcherait plutét de
celul rencontré dans les phases nématiques (type cristaux liquides) (figure 1-4)

Les deux modeles proposés concernent les TGs des matiéres grasses animales et

végétales qui sont composées de mélanges de triglycérides saturés et insaturés.

TN
Sl

Figure I-3 Schéma représentant I’organisation des molécules des triglycérides a I’état liquide

selon une structure smectique (Larsson, 1972)
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/

Figure I-4 Schéma représentant 1’organisation des molécules des triglycérides & 1’état liquide

selon une structure nématique (Cebulla ez al., 1992)

1-3.2.2. Comportement thermique de la matiére grasse

Le comportement thermique de la matiére grasse est caractérisé par le profil
thermique, le point de fusion et la teneur en matiére grasse solide (Solid Fat Content, SFC).
Le tout peut étre mesuré par analyse thermique différentielle (ATD ou Differential Scanning
Calorimetry, DSC). En effet, la DSC permet la mesure des paramétres thermodynamiques tels
que la température, l'enthalpie, I'entropie et la chaleur spécifique. Les courbes de fusion sont

les plus utilisées.

1-3.2.2.1. Diagrammes de phases

Comme les maticres grasses sont composées de mélanges complexes de TGs, ceux-ci
ne réagissent pas individuellement et indépendamment, mais comme des phases différentes
dont les propriétés physiques sont déterminées par leur comportement (Mulder, 1953). Toutes
les matieres grasses naturelles a tempeérature d'utilisation contiennent une phase liquide et une
ou plusieurs phases solides.

Le comportement des phases d'un mélange de triglycérides se décrit assez bien par un
diagramme de phases (figure I-5). Les différentes études sur le comportement des phases ont
été réalisées sur des mélanges binaires, mais aucun diagramme n'a été établi en totalité. Pour
les mélanges binaires, quatre types des diagrammes de phases ont été observés (Timms, 1984,

Timms, 1994 )
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ta}

Ligwa (L}

Solid solutian (S)

Figure I-5 Les quatre types de diagrammes de phases observés pour des mélanges binaires de
triglycérides. (a) monotectique; (b) eutectique ; (c) monotectique, solution de solide partielle ;

(d) peritectique (Timms, 1984)

1-3.2.2.2. Traunsitions de phases de la MGLA

Le profil thermique donne une vision générale du comportement de fusion et de
cristallisation. En effet, les transitions de phases entre les différentes formes cristallines et leur
fusion peuvent étre mises en évidence par différentes techniques d'analyse thermique (RMN,
DSC). La courbe de fusion ou de cristallisation dépend de l'histoire thermique de 1'échantillon
(figure 1-6)

La MGLA cristallise en fonction du temps sous les formes § et B’. La transition de la
forme B 4 la forme 3’ peut étre tres lente & cause du nombre de groupements méthyl
terminaux. En effet, ces groupements sont plus désordonnés dans un mélange hétérogene de
TGs par rapport a un triglycéride pur. Ainsi, a I’équilibre, la MGLA cristallise sous la forme
B’ avec des traces de la forme [, induite par la présence des TGs saturés a haut point de fusion
(De Souza et al., 1990). Le refroidissement induit la cristallisation sous les formes p et §’,
mais des inclusions de 1a phase liquide se retrouvent a l'intérieur des cristaux.

La MGLA cristallise en plusieurs étapes. Plusieurs groupes de TGs cristallisent,
fondent séparement et se comportent comme des solutions solides (Tverdokleb et Vergelesov,
1974). Les courbes de fusion et de cristallisation de la MGLA montrent I’existence de
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plusieurs pics. En général. on observe trois pics de fusion (figure 1-6) (Sherbon. 1974 :

Deroanne, 1976 ; Timms, 1980 ; Timms, 1994), dont les enthalpies et les températures varient

suivant D’histoire thermique de la MGLA. Ces trois pics correspondent a trois fractions:

fraction a bas point de fusion (FBPF), fraction a moven point de fusion (FMPF) et fraction 4

haut point de fusion (FHPF). Les caractéristiques de ces trois fractions sont détaillées dans le

tableau I-5.

0.80
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-40  -30 -20 10 0 10 20 30 40
DSC

Température (C)

Figure 1-6 Profil thermique (ATD) de la MGLA. Vitesse de chauffage: 5°C/min (Arul er al,

1994)

Tableau I-5 Caractéristiques principales des fractions BPF, MPF et HPF de la MGLA

(Deroanne, 1976 ; Timms, 1980 ; Bartsch et Buning - Pfeau, 1989) (TF: température de fusion)

TF dans Quantité dans | Composition en| Variété poly- | enthalpie
MGLA (°C) | MGLA (%) |acides gras morphique | AH (cal/g)
FHPF 30 5 longs, saturés B2 28
FMPF 20 - 25 mono-insaturés B2+p3 20
ou 1 chaine
courte
FBPF 10 70 deux chaines o 16,7
Insaturées ou
courtes
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Le pic 4 bas point de fusion est caractérisé par des TGs a taux ¢élevé d’AGs insaturés,
plus particulierement 1’acide oléique et des AGs courts tels que l'acide butyrique. Les TGs
présents & forte concentration dans cette fraction sont les BuOO, BuPO et POO avec leurs
isoméres. La fraction & point de fusion moyen est caractérisée par la présence d’AGs courts,
notamment l'acide butyrique (Bu), mais aussi l'acide palmitique (P). Le TG le plus
représentatif de cette fraction est le BuPP. Les AGs monoinsaturés a longue chaine se
partagent entre cette fraction et la fraction a haut point de fusion. Celle-ci est caractérisée par
des TGs saturés & longue chaine, en particulier I’acide palmitique et a moindre degré l'acide
myristique (M). Le TG le mieux représenté est le PPP, mais on rencontre également des TGs
monoinsaturés a longue chaine comme le PPO. Dans ’industrie, la transition de la forme B a
la forme P’ est indésirable, car des dégradations des propriétés organoleptiques et

rhéologiques surviennent alors.

1-3.2.2.3. Points de fusion

Les propriétés de fusion des triglycérides sont fonction de la composition en acides
gras et de leur distribution sur les molécules de triglycérides. Pour les TGs bien définis,
solides, la température de fusion augmente avec la longueur de la chaine carbonée des acides
constitutifs et diminue avec leur insaturation. Les formes cristallines influencent également le
point de fusion (Tableau I-6), défini comme la température a laquelle le corps gras devient
visuellement clair et exempt de cristaux. En fait, il n'existe pas de point de fusion précis des
corps gras naturels, mais une plage de températures de fusion avec une transition progressive

liquide / solide.

1-3.2.3.Teneur en matiére grasse solide (SFC ou SFI)

Le rapport solide/liquide est généralement exprimé pour une température donnée, on le
connait la plupart du temps sous sa terminologie anglo-saxonne : "Solid Fat Content" (SFC)
ou "Solid Fat Index" (SFI). Sa variation en fonction de la température est un des paramétres
les plus utilisés par les industriels dans leur cahier des charges pour définir un produit. Les
trois méthodes évoquées plus haut (Dilatométrie, RMN et Analyse Thermique Différentielle)

sont les plus employées (Lambelet, 1983; Deroanne, 1977).
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Tableau 1-7 Les différentes formes polymorphiques et leurs points de fusion (Ollivon, M.,
1992)

Point de fusion (°C) des formes polymorphiques

Composés o B’ B
Tristéarine 55,0 65,0 72,5
Trioléine -32,0 -12,0 5,5
Tripalmitine 45,0 56,5 65,5
1,2-Dipalmitooléine 28,9 34,8
1,3-Dipalmitooléine 26,5 38,5
1-Palmito-3-stéaro-2-oléine 18,2 33,0 39,0
1-Palmito-2-stéaro-3-oléine 26,3 40,2
2-Palmito-1-stéaro-3-oléine 25,3 40,2

Trilinoléine -84,0 -27,0 -10,0
1,2-Dipalmitolinoléine 26a27
1-Palmito-dilinoléine -43-3
1-Stéaro-dilinoléine 5a6
1,3-Distéaro-oléine 37,0 41,5 443
Trimyristine 33,0 46,5 57,0
Trilaurine 15,0 35,0 46,5
Tricaprilyne -54,0 -12,0 11,0
Tricaprine -10,0 18,0 33,0
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I1- Les Mécanismes d’interactions moléculaires en chromatographie
liquide a polarité de phase inversée

I1-1. Chromatographie
La chromatographie est une technique de séparation analytique ou préparative de
mélanges plus ou moins complexes par distribution entre une phase fixe et une phase mobile.

Les séparations par chromatographie mettent en oeuvre des techniques basées sur des

propriétés physiques générales des molécules telles que la solubilit¢, 1’adsorption et la

volatilité. Selon la nature des phases mobile et stationnaire, on peut distinguer plusieurs
grandes classes de chromatographies.

— La chromatographie en phase gazeuse (CPG) ou la phase mobile est un gaz et la phase
stationnaire, soit une surface adsorbante (chromatographie d’adsorption gaz - liquide, trés
rare), soit un film liquide enduit ou greffé sur un support inerte. En effet, si la phase mobile
est un gaz et la phase stationnaire est un film liquide, on a alors une chromatographie de
partition gaz - liquide. Si la phase stationnaire est une surface adsorbante, il en résulte une
chromatographie d’adsorption gaz - liquide, ce qui est trés rare. Il existe trois parameétres
principaux en CPG: le gaz vecteur, la température et la nature de la phase stationnaire.
Selon Rosset et al., 1996, la CPG est, en fait, imitée aux substances suffisamment
volatiles, ce qui exclut la plupart des molécules dont la masse moléculaire est supérieure a
300 daltons environ, ainsi que les substances thermolabiles et les substances ionisées ou
ionisables. De plus, on observe uniquement des interactions soluté - phase stationnaire.

— La chromatographie en phase liquide (CPL), dont il existe plusieurs types de phases
stationnaires. 1l s'agit, soit d'une phase sur laquelle un adsorbant est déposé en une couche
mince (chromatographie en couche mince), soit de particules adsorbantes placées dans une
colonne. Cette demniére phase peut étre un adsorbant finement divisé (chromatographie
d’adsorption) ou une substance inerte supportant un film liquide (chromatographie de
partition). La chromatographie sur colonne permet d’avoir une étendue d’interactions en
fonction de la phase stationnaire. La résolution est basée sur le contréle des forces
gouvernant les interactions. La chromatographie d’adsorption et la chromatographie
liquide-solide disposent de phases stationnaires trés stables. La rétention d’un soluté est
directement liée a la compétition entre les molécules de solvant et de soluté a la surface de
I’adsorbant. La chromatographie de partage et la chromatographie liquide-liquide utilisent

par contre comme phases stationnaires un support (généralement un gel silice) qui a été,
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soit imprégné avec un liquide, soit greffé de groupements organiques. On peut distinguer la
chromatographie de partage a phase normale et a phase inverse, d’échange d’ions, et
d’exclusion.

— La chromatographie supercritique dans laquelle la phase stationnaire est de type gazeux ou
de type liquide.

Dans notre travail, nous nous intéresserons plus particuliérement a la chromatographie
liquide & polarité de phases inversée (CLHP). La diversité et les caractéristiques des phases
mobiles et stationnaires entrainent une complexité dans la compréhension du mécanisme de
rétention. Cette chromatographie sera utilisée, non seulement pour l’identification et les
analyses de la matiére grasse, mais aussi pour une tentative d'explication des théories de

rétention sur le fractionnement membranaire de la matiére grasse laitiére.

1I-1.1. Quelques définitions en chromatographie
1- Coefficient de partage (K) : c'est la distribution de chaque soluté entre les phases mobile et

stationnaire.

K= Cs
Cm (I-1)

Cm et Cs sont les concentrations de soluté dans les phases mobile et stationnaire & I'équilibre.
2- Temps de rétention (T) : c'est le temps d'élution au sommet du pic, mesuré 4 partir de
I'injection.

3- Volume de rétention (V) : il représente le volume de phase mobile nécessaire pour éluer

chaque composé.

V =T D=TguSe

1-2)
D : Débit de la phase mobile, maintenu constant
S : Section droite de la colonne.
u : Vitesse linéaire de la phase mobile.
e : porosité de la colonne.
V,=Vm+KVs aw3)
Vm : Volume de la phase mobile dans la colonne K : Coefficient de partage

Vs : Volume de la phase stationnaire

TR et VR sont des grandeurs caractéristiques de chaque composé dans des conditions

données et pour une colonne donnée. En effet, les espéces n’ayant aucune affinité pour la
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phase stationnaire, donc non retenues, apparaissent dans l'effluent apreés un temps T
correspondant & I’écoulement du volume de phase mobile Vm contenu dans la colonne.

4- Facteur de capacité (K') : C’est le rapport de la quantité de soluté dans la phase stationnaire
a la quantité de soluté dans la phase mobile

Vs

K=K K'=K ¢ (11-4)

¢ : rapport de phase = volume de phase fixe / volume de phase mobile

., VrR=Vm
T Vm (I1-5)
, Tr—To
T (11-6)
VR : volume de rétention du soluté Vm : Volume mort de rétention

To : temps de rétention d'un composé non retenu

Le facteur de capacité (K’) peut étre exprimé a partir de la variation d'énergie libre

(AG®) et aussi a partir du potentiel chimique a I'état du soluté u°(s) :

nK=- 5% (11-7)
n RT
(1° stat () = Wormobile (S)) _ ~Ap°
hK= = 1iI-8
o RT RT -8
- Ap°
[ + -
InK =T Ind (I1-9)
Y= _ + 1 -
InK RT n ¢ (11-10)

AG® : énergie libre de transfert de soluté de la phase mobile vers la phase stationnaire.

I1-2. Les phases stationnaires greffées

La chromatographie de partage ou liquide-liquide utilise comme phase stationnaire un
support imprégné par une phase liquide. La séparation est basée sur le partage des solutés
entre la phase stationnaire et la phase mobile. De plus, elle dépend des différences de

solubilité des solutés dans les deux phases ou des différences d’interactions des solutés avec la
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phase liquide greffée. Il existe deux types de chromatographies liquides : la chromatographie
de partage classique ou la phase stationnaire est polaire et la phase mobile peu polaire et la
chromatographie de partage a polarité de phases inversée, ou les molécules greffées sont
apolaires. Il s'agit principalement de chaines hydrocarbonées, la phase mobile est polaire.

C'est ce dernier type de chromatographie qui fera 'objet de notre étude.

I1-2.1. Silices greffées

La phase stationnaire dans la chromatographie phase liquide joue un rdle tres
important dans la rétention des molécules de soluté. Nous nous intéresserons ici a la phase
stationnaire a base de gel de silice qui est le plus utilisé dans le cas de la CLHP en phase
inverse. L’étude des différentes caractéristiques des silices greffées aide a comprendre les
différents paramétres qui influencent la rétention : longueur des chaines greffées, diamétre de
pores dans la silice, taux de greffage, etc..., ainsi que les différents modes d’interactions. La
phase stationnaire est un milieu dynamique. La structure moléculaire d'une silice greffée en
CLHP phase inverse change en fonction des conditions opératoires. Pour interpréter les
phénomenes intervenant dans la rétention, la connaissance de l'état stéréochimique des

chaines alkyles est indispensable.

I1-2.1.1. Propriétés de la silice

La silice est donc le matériau de base le plus utilisé en CLHP phase inverse, elle est
caractérisée par une grande surface spécifique et une grande porosité, elle est mécaniquement
stable a haute pression, ce qui est nécessaire lors du remplissage de la colonne (Rosset, 1987)
La silice est aussi caractérisée par la présence d'une concentration trés élevée de fonctions
hydroxyles en surface. Ceci permet de greffer de fagon covalente de nombreux groupements
tels que alkyls, phényls, cyano, etc... A noter que le greffage des différents groupements
donne a la silice des propriétés différentes, d'oii l'intérét de bien étudier les différentes
caractéristiques des silices et des greffages (dans cette étude, seuls les alkyles seront
considérés). La surface de la silice est caractérisée par deux types de fonctions chimiques
actives : les silanols (Si-OH), qui sont les fonctions les plus réactives de la silice, formant
notamment des liaisons covalentes avec d'autres groupements et les siloxanes (Si-O-Si). Les
silanols sont les principaux sites d’adsorption en raison de leur réactivité.

Les silanols peuvent aussi étre subdivisés en plusieurs groupes selon le nombre de fonctions

hydroxyles:
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- Silanol libre : le silicium porte une seule fonction hydroxyle et la distance entre les
deux oxygénes portés par deux siliciums voisins est supérieure a 3,1 A.

- Silanols vicinaux: si la distance entre deux oxygénes portés par deux siliciums
voisins est inférieure a 3,1A°, il y aura formation de liaison hydrogéne entre deux fonctions
hydroxyles voisines.

- Silanols géminés: 'atome de silicium porte deux fonctions hydroxyles.

- Siloxanes: il y a déshydratation de deux silanols vicinaux
H H
/ / /

7 7

H

Si —Si— O — §i— O
Silanol libre Silanols vicinaux
H
yd
0 0
—Si— —8i—O0 — §j —
Silanols géminés Siloxanes

L'¢tude des différents types de silanols est trés importante parce qu'elle détermine ia

réactivité de la silice et peut expliquer les différents caractéristiques des colonnes.

I1-2.1.2. Les réactions de silanisation

11 existe différentes méthodes de greffage des silanols libres, on peut les diviser en
quatre types conduisant & quatre types de liaisons (Colin et Guiochon, 1978 ; Hennion et al.,
1978) : Si-O-C, Si-C, Si-N, et Si-O-Si. La liaison Si-O-Si est la plus utilisée.

Le principe du greffage des phases consiste généralement a faire réagir un silane sur
les groupements OH de la silice. Ces silanes peuvent étre de nature différente, ce sont des
mono-, di- et trichlorosilanes, donnant des phases stationnaires monomériques, oligomériques

et polymériques avec différentes caractéristiques de rétention.
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11-2.1.2.1. Greffes monomériques

Les phases monomériques sont obtenues lors de [l'utilisation d'un silane
monofonctionnel (R1, R2 et R3 sont des groupements alkyls), difonctionnel (R1, et R2 sont
des groupements alkyls et R3= X) ou trifonctionnel (R2 = R3 = X) en l'absence de toute trace
d'eau. (Annexe 2)

En présence de traces d'eau, il y aura hydrolyse de X (Cl) et formation d'un
groupement hydroxyle qui peut réagir avec les silanes pour donner un autre type de greffage.
L'intérét des phases monomériques est qu'elles donnent des structures parfaitement définies.
On devrait d'ailleurs les appeler "couches greffées monomoléculaires” (Héron et Tchapla,
1993).

Selon Staroverov et Fadeev (1991), la distribution des chaines alkyles n'est
vraisemblablement pas uniforme sur une phase monomérique. Lochmiiller ez al., (1983), ont
proposé un modeéle de répartition par paquets. La phase stationnaire est caractérisée par des
zones de haute densité de greffage et des zones de basse densité. En effet, la densité de
greffage est limitée pour des raisons stériques et seuls 50 % des silanols peuvent étre greffés.
La densité de greffage maximale ne peut pas dépasser 4,1 mmol/m’. Selon Dorsey et Dill
(1989), avec des chaines alkyles C8, C18 , on aura une surface greffée comprise entre 2,5 et 3
mmol/m®. Cependant, le maximum de sites hydroxyles sur la surface de la silice est voisin de
8 mmol/m’, aussi, de nombreux groupements OH restent libres. La densité de greffage dépend
de la longueur des chaines, de la nature des groupements X ainsi que des conditions de
réaction. Une densité de greffage maximale est extrémement difficile 4 obtenir en raison des
contraintes stériques, mais 1l existe plusieurs avantages a tendre vers une densité de greffage
élevée :

1- Limitation d'accés du soluté a la surface du support, d'oll minimisation de la

rétention.

2- Protection de la silice contre I'hydrolyse alcaline induisant une instabilité de la

phase stationnaire.

3- Augmentation de la sélectivité.

4- Utilisation comme systeme modele du fait de l'organisation de phases hautement

greffées rappelant une biomembrane.

L'un des avantages d'une phase stationnaire monomérique est qu'elle offre une seule

couche bien définie du greffon a la surface de la silice. Ainsi est-elle caractérisée par un bonne
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homogénéité de surface en fonction du taux de greffage. En outre, la phase monomérique peut
étre facilement schématisée sous forme de "brosse”, alors que les phases polymériques sont
beaucoup plus difficiles & visualiser. Dans ce dernier cas, la structure moléculaire n'est pas
bien définie, le soluté est solubilisé et totalement imbibé dans la phase stationnaire
(Lochmiiller et al., 1993). Cette phase est caractérisée par des mouvements lents des greffons.
Par contre, les chaines de la phase stationnaire monomérique ont des degrés de liberté
beaucoup plus réduits, les conformations se figent dés la température de transition. Un placage
régulier des solutés le long des greffes a l'intérieur de la phase stationnaire devient plus

difficile (Morel et Serpinet, 1980 ; 1981 ; 1982).

11-2.1.2.2. Greffes polymériques
Selon Sander et Wise (1984), ce type de greffage est obtenu par l'utilisation d'un silane
trifonctionnel en présence de traces d'eau. Les greffes polymériques donnent naissance a
plusieurs groupements OH capables de réagir de nouveau avec le chlorosilane, ou capables de
former des liaisons hydrogene avec le soluté (Annexe 2). Ces réactions de greffage sont
suivies de la réaction dite de "end-capping” (encapsulation du demier oligomére par un
triméthylchlorosilane, ce qui permet de diminuer la proportion de groupements hydroxyles

libres).

I1-2.1.2.3. Greffes oligomériques

Ces phases sont intermédiaires entre la phase monomérique et la phase polymérique
(Sander et Wise, 1984 ; Scott et Simpson, 1992). La synthése de cette phase est celle d'une
polymérisation séquentielle contrlée, chaque étape étant une synthése monomeérique (Annexe
2). Un trichlorosilane réagit dans des conditions anhydres avec les groupes silanols de la
silice, ensuite une hydrolyse est effectuée, suivie d'une nouvelle silanisation par le méme
trichlorosilane. On peut obtenir alors plusieurs couches. A la suite de cette réaction, de
nombreuses chaines aliphatiques pourront étre liées a un seul groupe de silanols a la surface
de la silice. On termine par une réaction de "end-capping".

La structure des greffes oligomériques empéche la présence de silanols résiduels. Cela
permet aussi de travailler & faible pH, donc d'effectuer des séparations de composés
nécessitant ces conditions (protéines ou peptides). Scott et Simpson (1992) ont montré que les

interactions entre le soluté et la phase oligomérique sont de type dispersif et qu'il n'y a pas
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d'interactions polaires entre les solutés et la phase stationnaire, ce qui indigue l'absence de

silanol libre.

11-2.1.3. Comparaisons entre les différentes phases greffées

Les greffes polymériques sont caractérisées par différents mécanismes de rétention.
Ces greffes sont plus complexes que les greffes monomeériques, elles sont plus ordonnées et
les mouvements des chaines sont plus réduits. On connait mal leur structure, mais elles
présentent des propriétés chromatographiques distinctes de celles des greffes monomériques.

Wise et Sander (1984) ont comparé les 3 types de phases (mono, oligo et polymérique)
pour leur sélectivité envers des hydrocarbures poly-aromatiques (PAHs) ; ils ont montré que
la sélectivité augmente avec l'accroissement du contenu en carbone et probablement avec la
densité de greffage de la phase stationnaire. Ces auteurs ont également montré que la
sélectivité observée sur une phase polymérique & haut taux de greffage est semblable a celle
que l'on observe sur une phase liquide cristalline utilisée en chromatographie. On sait que les
phase polymériques sont plus ordonnées que les phases monomériques (Wise et Sander,
1984). Elles ont une meilleure sélectivité pour la séparation des PAHs (Olsson et al., 1991).
Le comportement chromatographique de ces greffes serait basé sur une reconnaissance de la
forme des solutés.

La phase polymérique (Sander et Wise, 1984), peut étre envisagée sous deux formes:

la premiere comme une surface greffée avec distribution uniforme des chalnes alkyles. Dans
ce cas, le degré moyen de polymérisation est faible et le matériau final ne peut étre représenté,
ni par une couche polymoléculaire désordonnée ni par une couche monomoléculaire uniforme.
La deuxiéme forme consiste a représenter la surface greffée avec une distribution hétérogéne
(non uniforme) ou le degré de polymérisation est plus élevé dans certaines régions. Dans ce
cas, la structure chimique moléculaire des greffes peut étre trés variable au sein d’un méme
agrégat.
Le taux de greffage est plus élevé pour la phase polymérique (4,35-6,41 mmol/m?),
intermédiaire pour l'oligomérique (3,29-4,11 mmol/m’) et le plus faible pour le monomérique
(2,23-3,02 mmol/m?). Le taux de recouvrement de la surface pour la phase polymérique
augmente avec la quantité d'eau présente, jusqu'a une certaine concentration & partir de
laquelle le recouvrement de la surface n'augmente plus.

La variation de sélectivité entre les phases mono et polymérique est lié a I'épaisseur

totale de la phase (Sander et Wise, 1987). Quand I'épaisseur augmente, la sélectivité diminue.
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Ceci serait dii a la réduction du transfert de masse dans la phase stationnaire, ce qui se traduit
par une diminution de l'efficacité de la colonne. Pour la phase monomérique, I'épaisseur est
liée seulement a la longueur des chaines greffées, alors que pour la phase polymérique, elle est
également liée au degré de polymérisation.

Dans les conditions de travail classique de CLHP-phase inverse, c'est a dire a
température ambiante, avec comme phase mobile le mélange méthanol-eau et acétonitrile-eau,
il est possible de différencier sans ambiguité les silices greffées monomériques et
polymériques:

Il est important de noter qu'a différentes températures, on rencontrera différents
comportements et mécanismes de rétention. Une phase polymeérique a tempeérature élevée aura
un comportement monomérique. A mesure que la température diminue, les chaines
s'ordonnent de mieux en mieux (Sander et al., 1989 ; Staroverov et Fadeef, 1991). On observe
également ceci pour les phases monomériques, mais a des températures plus basses (Sander et
Wise, 1989). Ce changement du comportement de rétention en fonction de la température peut
s'expliquer par la mobilité des chaines et leur organisation. Pour des chaines alkyles pures, la
mobilité diminue avec la température jusqu'a tendre vers un solide cristallin ordonné. Mais les
greffons n'ont pas la possibilité d'atteindre cette organisation cristalline, parce que
I'espacement des chaines est contrarié par les points de contact avec la surface. Cette réduction
de la mobilité des greffons avec la température a pu étre mesurée par RMN (Claudy et al.,
1985). Les phases greffées deviennent plus rigides, prennent une forme de batonnet
caractéristique des cristaux liquides a basse température.

Pour les phases polymériques, quand la température augmente, les mouvements des
greffons deviennent plus rapides et on observera une pénétration superficielle de soluté dans
la phase stationnaire. On note également ce phénoméne dans le cas d'utilisation de solvants
ayant une grande force de solvatation des greffons.

Ainsl, la phase polymérique présente une meilleure sélectivité en jouant seulement sur
la température ou la composition de la phase mobile (solvant fort : tétrahydrofuranne, CH,CL,
acétonitrile). On peut adapter le mécanisme de rétention par simple changement du
comportement polymérique en comportement monomérique et vice-versa.

Héron et Tchapla (1993) ont noté qu'une phase monomérique  basse température a un
comportement polymérique. La mobilité conformationnelle des greffons facilite I'insertion des

solutés entre les chaines des greffons, mais quand la température diminue, la conformation des
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chaines change le mécanisme d'interaction moléculaire, induisant ainsi un mécanisme de

partage.

11-2.1.3.1. Silanols résiduels (libres)

Environ 50 % des silanols ne sont pas silanisés (Verzele et Muussche 1983) et
I'hydrolyse des différentes phases greffées, plus particuliérement la phase polymérique, donne
naissance & des silanols supplémentaires. L'effet des silanols résiduels est néfaste parce qu'ils
peuvent interagir avec les solutés et former des centres d'adsorption non uniformes
(Staroverov et Fadeev, 1991), entrainant des trainées de pics pour les composés alcalins. Pour
diminuer I'effet des silanols résiduels, une réaction de recouvrement total ("end-capping") est
utilisée. Elle consiste a traiter la phase stationnaire greffée par un petit silane, tel que le
triméthylchlorosilane, qui va réagir avec les silanols résiduels.

Kohler et al., (1986) ont étudié les problémes associés aux groupes hydroxyles libres.
Ils ont pu montrer que 1'adsorption non désirée de composés alcalins et la basse stabilité des

ligands peuvent étre attribuées a l'existence de Si-OH isolés 2 la surface de la silice.

I1-2.2. Autres types de greffage de la silice

Le but de notre travail n’étant pas 1’étude des différentes phases stationnaires, mais la
compréhension et ’application des différentes théories de rétention chromatographique sur les
fractionnement membranaire de la MGLA, nous nous bornerons a signaler quelques autres
types de greffages utilisés.

Les silices greffées avec de chaines alkyles (C8, C18) sont les phases les plus utilisées
en CLHP-phase inverse. Mais il existe d’autre types de greffages: phases phényls et dérivées
(Lai et al., 1984 ; ..), phases cyano (Suffolk et Gilpin, 1985 ; ...), phases fluorées (Berendson
et al,. 1980 ; Foucault et Rosset, 1989 ; ...) etc...

1I-2.3. Organisation et structure de la phase stationnaire
La connaissance de la structure et de l'organisation de la phase stationnaire est
nécessaire a la compréhension des hypothéses de rétention: théorie solvophobe, partage,
déplacement, etc... La phase stationnaire (Carr et Harris, 1989) peut &tre considérée comme
une surface dynamique, répondant aux conditions de la phase mobile et affectant la rétention
du soluté.
11 existe différents modéles d'organisation de la phase stationnaire, mais ils sont

actuellement remplacés par des modeles de surface hétérogéne incomplétement couverte par
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des greffons. Selon Lochmiiller et Wilder (1979), la couche de greffons a une configuration en
"microgoutte", dans laquelle les greffons sont agrégés par des interactions hydrophobes. Cette
observation indique que la distribution des greffons sur le support est "non uniforme" et
posséde une forme de gouttelette liquide, mais avec une restriction: les greffons étant liés au
support, il y a alors perte de 1a mobilité d'un liquide vrai. La phase stationnaire apparaitra sous
la forme d'iles de matériau non polaire distribué a la surface de la silice polaire. L'organisation
des greffons influence la sélectivité et la rétention. (Lochmiiller ez al.,1985).

Selon Cole et Dorsey (1992), des contraintes de configuration dans la phase stationnaire sont
imposées sur les chaines alkyles du fait de leur liaison a la surface de la silice. La phase
stationnaire est décrite comme une interface, différente de celle d'un systéme liquide: le
rapport surface/volume est plus grand et ses propriétés varient avec l'éloignement de la
surface. L'organisation de l'interface est influencée par ses contraintes géométriques, par la
longueur des chaines, par la densité de greffage et par les solvants en contact avec les chaines.
L'étude de la phase stationnaire et ses effets sur la rétention sont assez complexes et il est

nécessaire de bien comprendre la signification de nombreux parameétres.

I1-2.3.1. Structure des pores

Les propriétés des phases stationnaires varient en fonction de la méthode de
préparation de la surface des greffons et la taille des pores de silice (Karch et al,, 1976 ;
Staroverov et Fadeev, 1991). La surface de greffons augmentent avec le diametre des pores
(Sander et Wise, 1987). En raison d’empéchements stériques, la résolution des petites
molécules diminue fortement quand le diametre et le volume des pores augmentent.

La densité de greffage diminue linéairement avec l'allongement des chaines des
greffons pour un diamétre de pore fixe, mais également quand le diamétre moyen du pore se
rétrécit. Ceci est probablement dii 4 la répulsion stérique qui inhibe l'arrangement libre des
longues chaines dans des pores de petit diametre. Dans les pores de grande taille, les greffons
peuvent avoir n'importe quelle conformation, d'une structure en forme de brosse i une
structure quasi-liquide (Staroverov et Fadeev, 1991). La tortuosité des pores influence
également la surface de greffage, particuliérement avec les longues chaines. Les pores de
grande taille induisent une contrainte stérique minimale entre les chaines greffées adjacentes
et la surface greffée.

D'aprés e modele du pore cylindrique de Staroverov et Fadeev (1991), pour un

diameétre critique D*, la densité de greffage ainsi que l'épaisseur de la couche greffée .
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diminuent linéairement avec le rétrécissement du pore. Les chaines greffées auront une
structure rigide dans les pores si D < D* ; par contre, si D > D*, une structure flexible sera
obtenue. Par exemple, des chaines octadécyles dans des pores de 6 nm de diamétre seront
rigides en presque totalité, alors que dans des pores de 15 nm, la majeure partie des chaines
greffées ne subiront pas d’empéchement stérique et pourront changer facilement de

conformation .

I1-2.3.2. Longueur des chaines greffées

La nature physique et le comportement des greffons en CLHP phase inverse ont fait
l'objet de multiples sujets de recherche. Bien entendu, avec une telle complexité, des
contradictions sont apparues (Jinno, 1975 ; Hennion et al., 1978 ; Colin et al. 1983 ; Jinno et
Ozaki 1984,). Les premiéres études ont montré qu'en augmentant la longueur des chaines (nc),
on observe une augmentation du temps de rétention et de la sélectivité (Berendsen et De
Galan, 1980). Pour des solutés polaires, la facteur capacité (K') augmente de facon linéaire
avec l'accroissement exponentiel de la longueur des chaines greffées. La sélectivité augmente
avec la longueur des greffons pour les solutés, polaires ou non polaires.

La rétention devient constante pour une longueur de chaine critique (ncrjt). Celle-ci est
indépendante de la composition de la phase mobile (Roumeliotis et Unger, 1978 ; Unger,
1990). En réalité, la rétention du soluté par les longues chaines s'effectue seulement a leur
extrémité. Selon Sander et Wise (1987), seule une partie des greffons réagirait avec les
solutés. Considérons deux solutés de taille différente en contact avec différentes surfaces non
polaires, l'une a courte chaine et l'autre a longue chaine. Sur les phases stationnaires a courte
chaine, les deux solutés peuvent pénétrer jusqu'a une certaine profondeur. Les solutés de
grande taille possédent une surface de contact plus grande, ils sont alors retenus plus
longtemps. Quand la longueur des greffons augmente les solutés de petite taille peuvent
pénétrer plus profondément et parvenir a une longueur critique (ncrt) plus rapidement. Les
solutés de grande dimension ayant une surface de contact plus grande, leur temps de rétention
sera plus long que pour les petits solutés.

La différence de rétention des solutés est corrélée par 3 effets : le "taux d'efficacité” de
la colonne, mesuré par le temps de rétention moyen des solutés, la polarité des greffons et le
parametre de solubilité et de dispersion des phases greffées. Le taux d'efficacité est fonction
de la longueur des chaines alkyles, du taux de greffage et de l'aire de la silice (Antle et al.,

1984, 1985).
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Selon Melander et Horvath (1982), il existe une différence entre la sélectivité des
phases stationnaires courtes (Cl, C2) et des phases stationnaires comportant des chaines
alkyles plus longues (C8, C18). Le mécanisme de rétention dominant sur les phases
stationnaires de type C1, C2 est l'adsorption, alors que c'est un mécanisme de partage qui
prédomine sur une phase stationnaire de type C8, C18. A noter aussi que la sélectivité du
groupe méthyléne augmente avec la longueur des chaines greffées (Berendsen et De Galan,

1980 ; Sander et Wise, 1987).

11-2.3.3. Densité de greffage

Pour obtenir des phases stationnaires inverses, il est nécessaire de parvenir a une
protection maximale de la surface originale du support. La nature de la phase stationnaire
dépend fortement de la densité de greffage (Dorsey et Dill 1989). Pour une densité de greffage
suffisamment basse (< 2,7 mmol/m?), la partition d'un soluté non-polaire augmente
linéairement avec la densité de greffage. Les contraintes de configuration sont faibles a ces
niveaux de densité et les coefficients de partage augmenteront avec la dépolarisation de la
surface de la silice. La rétention du soluté va aussi augmenter quand le volume des chaines
augmente. Ainsi, pour une densité O (silice non greffée) les solutés non polaires vont étre
retenus par adsorption 2 la surface de silice. Pour une densité plus élevée que la densité
critique, on constatera l'apparition de contraintes nécessitant plus d'énergie libre pour créer
une "cavité" de soluté dans la structure de la phase stationnaire. Dill (1987) a montré qu'une
exclusion compléte du soluté de la phase stationnaire doit étre observée pour une densité de

8,1 mmol/m’.

11-2.3.4. Forme des greffons

Dill (1987) définit plusieurs modéles pour décrire les greffons:
- "Piquet de cloture” : batonnet rigide sans aucun degré de liberté.
- "Brosse" : les greffons sont complétement exposés a la phase mobile
- "Gouttelette grasse": le soluté est immergé dans la phase stationnaire.
Phase stationnaire: méme organisation que les autres phases interfaciales. L'interphase
est constituée de chaines liées d'un c6té a une interface et libres de 'autre c6té. Elles ont une

densité de greffage suffisamment élevée pour subir des contraintes stériques.

37



Chapitre I : Revue bibliographique

7
7

sans soluté avec soluté
-

1=l ===

Figure II-1 Différents modeles moléculaires de I’organisation des chaines dans la phase

stationnaire. a) "piquet de cléture” b) "brosse” ¢) "fagot” d) modéle d’interphase (Dill, 1987)

L'organisation moléculaire dans l'interphase est déterminée par trois facteurs :

1- Les contraintes imposées par la géométrie de l'interface, la densité de greffage et la
longueur des chaines.

2- L'exclusion de solvant pauvre

3- Selon le deuxi¢me principe de la thermodynamique, les chaines doivent adopter le

désordre le plus grand.

11-2.3.5. Forme des chaines des solutés
Selon Tanaka er al. (1993), la rétention est influencée, non seulement par le solvant
dans la phase stationnaire, mais également par la structure moléculaire de solutés. Pour une
méme phase mobile, ils montrent que lorsque la longueur des greffons augmente la rétention
du soluté augmente aussi, mais un soluté polaire rigide présente un temps de rétention plus
long qu'un soluté non polaire sur une phase stationnaire en C18. Toutefois, ceci est moins net
sur une phase stationnaire en C8 et ne s'observe pas du tout sur une phase en C1. En outre, cet

effet est moins évident quand la phase mobile est de l'acétonitrile plutét que du méthanol.

I1-3. La phase mobile

La phase mobile joue un rodle trés important dans la rétention des solutés et leur élution
en CLHP. En effet, en CLHP, on n'observe pas que des interactions soluté-phase stationnaire,

mais aussi des interactions phase mobile-soluté et phase mobile-phase stationnaire. Il est donc
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important de connaitre toutes les caractéristiques chimiques de la phase mobile, telles que la
viscosité, 1'indice de réfraction, l'absorption UV, la constante diélectrique, la tension
superficielle, la polarité, ainsi que les paramétres de solubilité du solvant (tableau II-1). La
rétention du soluté est corréiée a I’évolution de la tension superficielle de la phase mobile
(Horvath et al., 1976 ; Dill, 1987 ; Dorsey et Dill, 1989), mais cette corrélation n’est pas
vérifiée dans deux cas: 1) quand le soluté contient des électrons m, 2) quand du
tétrahydrofuranne (THF) est présent dans la phase mobile. Mais I'effet de la tension
superficielle n’explique pas tous les changement dans la phase stationnaire, la constante
diélectrique doit également étre prise en considération. Celle-ci permet d'apprécier le pouvoir
dissociant du solvant des chaines alkyles greffées. Plus la constante diélectrique est faible,
plus le solvant est susceptible de dissocier les chaines alkyles. La capacité dissociante des
solvants s'établit dans I'ordre suivant:

Chloroforme > Tétrahydrofuranne > Dichlorométhane > Acétone > Méthanol > Acétonitrile >

Eau.

11-3.1. Effet du solvant sur la structure de la phase stationnaire

La structure de la phase stationnaire varie en fonction de la composition de la phase
mobile. En effet, la surface de la phase stationnaire "respire" et adapte son gonflement au
caractére plus ou moins polaire de l'environnement (Tani et Suzuki, 1991).

- Si les phases mobiles sont polaires ou a basse température, les greffons seront repliés
sur eux mémes avec des mouvements intermoléculaires lents. Le mécanisme de rétention se
fait par partage (Lochmiiller ez al., 1993).

- Avec des phases mobiles riches en méthanol et acétonitrile, les chaines greffées sont
plus mobiles. Le méthanol et l'acétonitrile s'insérent dans le réseau superficiel des greffons
pour donner une structure intermoléculaire ordonnée du greffon, mais en mouvement. Selon
Gilpin et al, (1990) et Sentell et Dorsey (1989), I'acétonitrile solvate mieux les greffons,
s'insére plus facilement que le méthanol et conduit 4 une structure plus ordonnée de la phase
stationnaire. Tchapla er al., (1993) ont montré que les conformations et la rétention en phase

acétonitrile-méthanol sont trés voisines.
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Tableau II-1 Propriétés des solvants (Braumann, 1986)

Y

Solvant g’ n Y3 accepteur donneur Log pocl"

5
proton 4 proton

Eau 78,5 1,84 73 élevé élevé

Meéthanol 32,7 1,66 22 7,5 7,5 -0,66
Ethanol 24,5 1,68 22 5 5 -0,32
1-Propanol 20,3 1,65 23 4 4 0,34
Acétonitrile 38,8 3,37 29 2,5 0 -0,34
THF 7,6 1,70 28 3 0 0,46
Dioxane 2,2 0,45 33 3 0 -0,42
1 Constante diélectrique 2 moment dipolaire

3 tension superficielle 4 parametre de solubilité

5 parametre de solubilité 6 Coefficient partition eau / n-Octanol

La pénétration de solvant dans la couche de greffons va induire une augmentation du
volume de cette couche. Comme les greffons sont attachés a la surface du support, le seul
moyen d'augmenter la surface est d'altérer leur conformation avec, en dernier ressort, de
réaliser la transition d'une forme quasi-liquide vers une structure en brosse. Ceci peut induire
une altération des mécanismes de rétention. Contrairement aux composés organiques de la
phase mobile, 1'eau ne pénétre pas dans la phase stationnaire. Le modeéle de Martire et Boehm
(1983) modélise les chaines de la phase stationnaire sous forme de cordes a plusieurs brins,
chacun pouvant étre orienté indépendamment en direction des axes X, y, z. Il existe deux
formes de phases stationnaires en fonction de leur compatibilité avec la phase mobile
(Lochmtiller er al, 1985 ; Gilpin, 1993). En présence d'un solvant non polaire compatible
avec les chaines, il y aura extension de celles-ci vers une structure en brosse, en extension plus
ou moins perpendiculaire a la surface et dotées d'une mobilité réduite. Dans le cas d'un solvant
polaire, les chaines sont repliées les unes sur les autres et conduisent 3 une structure en
gouttelettes quasi-liquides dans lesquelles le solvant ne pénétre pas, alors que les solutés le
peuvent. C'est une conséquence de 'effet solvophobe. Ici les chaines forment des agrégats qui
minimisent leur surface de contact avec le solvant.

En fait, la phase stationnaire est enrichie par le solvant, mais cet enrichissement est

fonction de la composition de la phase mobile. Dans le cas de méthanol-cau I'enrichissement
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est faible, mais dans le cas d'acétonitrile - eau cet enrichissement est élevé. Les deux éluants
induisent des états de surface différents.
Par ailleurs, quand on étudie l'effet du solvant sur la phase stationnaire, il ne faut

jamais oublier les possibilités d'interactions avec les silanols libres de 1a surface de support.

11-4. Rétention chromatographique

La CLHP-phase inverse est une des méthodes d’analyse les plus utilisées dans la
séparation des molécules en solution (80 % a 90 % des systémes actuels). Différents types de
phases stationnaires et mobiles sont utilisés, d’ou I'existence de multiples théories traitant de
la rétention: théorie solvophobe (Horvath er al., 1976), théorie de partage (Dill 1987), théorie
statistique du réseau cristallin (Martire et Boehm, 1983)

Nous présenterons ici les principales d’entre elles en essayant d'en appliquer certaines
au fractionnement de la MGLA en milieu hydrophobe.
La rétention chromatographique implique un processus de transfert de soluté de la phase
mobile dans ou sur la phase stationnaire. Le transfert de soluté est caractérisé par un
changement de I'environnement 4 la surface de la molécule de soluté : initialement, le soluté
est entouré par les molécules de solvant, puis il I'est complétement ou partiellement par les
molécules de la phase stationnaire voisine. La difficulté de modélisation de la rétention en
CLHP-phase inverse apparait en raison de l'ignorance de la nature physique des phases
stationnaires (Sander et Wise, 1987). Nous avons vu plus haut que les phases monomériques
ne sont ni liquides ni solides, mais possedent des propriétés intermédiaires. D'une part, la
liberté rotationnelle et translationnelle est réduite dans la phase stationnaire si on la compare &
un liquide, d'autre part, la formation d'un réseau dense n'apparait pas complétement identique
a celle d'un solide. Pour ces raisons, les modeles de partition et d'adsorption simples ne sont
pas satisfaisants pour expliquer la rétention. Cela n'empéche pas Dorsey et Dill (1989) de dire
que I’association du soluté avec la phase mobile comporte une partition, une adsorption ou les

deux phénoménes simultanés.

I1-4.1. Théorie solvophobe et (ou) hydrophobe

La rétention serait en premier lieu due aux interactions hydrophobes entre la phase
mobile et le soluté¢ (Horvath et al, 1976 ; Melander et al, 1978 ; Melander et Horvarth,
1980), puis elle se poursuivrait par adsorption au lieu d'une partition. On considére la phase

stationnaire comme un accepteur passif plutdt qu'un attracteur actif pour le soluté. La
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rétention serait alors due a la formation d'un complexe greffon-soluté. Cet effet serait
contrecarré par des forces attractives (Van Der Waals) entre soluté et solvant. Les forces
attractives entre le soluté et la phase stationnaire étant considérées comme faibles, la rétention
hydrophobe serait attribuée au seul effet solvant. A noter que l'effet hydrophobe est la
tendance des molécules non polaires @ minimiser leur contact avec l'eau, soit en créant une
phase séparée, soit par sorption des molécules sur des surfaces non polaires. On peut
considérer que la rétention hydrophobe est dirigée par l'entropie du systéme, parce que la
formation de "cavités" d'eau autour des molécules non polaires représente une dépense
d'énergie considérable pour réduire I'ordre, aussi les molécules de soluté ont-elles tendance a
s’agréger ou 4 étre expulsées de la solution (Sander et Wise, 1987).

Cette théorie décrit un mécanisme de rétention en deux étapes: la formation d'une
cavité de la taille du soluté dans la phase mobile, puis le transfert du soluté vers la cavité. La
force motrice de la rétention correspond a la variation d'énergie libre de l'association. La
rétention, dans la théorie solvophobe, est reliée 4 la tension superficielle du solvant (Horvath
et al., 1980). Dorsey et Dill (1989) estiment 2 sa juste valeur la théorie hydrophobe, mais ils
pensent qu'elle serait fondée sur un modéle incorrect. En effet, cette théorie suppose que la
rétention peut étre modulée selon les termes d'une association de deux solutés dans un seul
solvant, au lieu du transfert d'un soluté d’un solvant & un autre. Cela signifie que la théorie
solvophobe ne prend pas en considération les interactions du soluté avec le deuxiéme solvant,
pas plus que la cavité de la phase stationnaire, mais seulement la cavité de la phase mobile.

Le soluté (ligand A), forme un complexe réversible avec les chaines hydrocarbonées
de la phase stationnaire (ligate L). Le processus est gouverné par 1’équilibre et caractérisé par
la constante d’équilibre K.

A+L o AL (I1-11)

K = ___[E[LL]] (II-12)

La variation d'énergie libre AG®° correspondant a cet équilibre est donnée par 1’équation
AG® =-RT In K= AG®,| - AG®°4 + AG® + AG®, I1-13)
Le AG®,: représente I'énergie d'interaction de I’espece X avec le solvant (X= A, L, AL) et un
AG°®; correspondant au changement d'énergie dii a l'interaction entre A et L dans une phase

gazeuse hypothétique.

En fait, le processus d'association peut étre divisé en deux parties:
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a) Interaction entre le soluté (A) et le ligate (L, phase stationnaire) pour former
un complexe dans une phase gazeuse hypothétique en l'absence de tout solvant, donnant une

variation d'énergie libre AAG®assoc.gaz. 1l existe seulement des interactions de type Van der

Waals.
AG®: = AAG® ass0c.gaz= (AAGAL-AG A-AG L)ga (1I-14)
b) Effet du solvant (S) sur les espéces libres ou associées
AAG® pemer sotvant = AG? netar-s “AG® news - AG® neias (11-15)
AAG® y5s0c. solvant = AAG® assoc gaz T AAG? et soivant (1I-16)

L'effet du solvant peut lui-méme étre décomposé en quatre contributions selon
Melander et Horvath (1980) figure (II-2 )

a) Création d'une cavité de la taille du soluté dans le solvant, a laquelle correspond une
variation d’énergie libre AAG® e cav

b) Passage du composé de la phase gazeuse a la solution. Ceci s'accompagne d'une

réduction du volume libre, dont la contribution est donnée par — RT In B Vs
0

¢) Interactions soluté-solvant par I'intermédiaire de forces de Van der Waals (AAG®,
vaw), proportionnelles a la surface des molécules.

d) Interactions soluté-solvant par l'intermédiaire de forces électrostatiques (AAG® 1 ¢s)-
Ceci englobe les interactions dip6le-dipdle, dipble-dipdle induit, charge-dipdle induit.

Alors, la variation d'énergie due 2 l'effet solvant est la suivante :

AAGonet solvant = AAG® net cav- ~ RTln(RT/POVS) + AAGonet VDW + AA(}onez es)- (11'17)
9] @ & &
AAG® netcav: -N AS Y (Xe - 1) -N Y AA (H-lg)

InK'=In¢ + EIT—[WS+ AA(as+ Ny) +NAs y(xe— - %Z—) +n RT

Ou N est le nombre d'Avogadro, y la tension superficielle macroscopique du solvant
as, 3° le facteur d'ajustement de vy de I'état macroscopique & l'état moléculaire, A l'aire
moléculaire de la surface, AA le facteur de réduction de la surface de contact du complexe
(soluté-greffon) par rapport & la somme des surfaces de contact du greffon et du soluté isolé
dans le solvant (AA = A, + A; - Aay), € la constante diélectrique et Ws, a; des constantes

caractéristiques du solvant. Melander et Horvath (1980), expriment les variations de K’ a

partir de parameétres physico-chimiques caractéristiques du solvant, de la phase stationnaire et
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du soluté considéré. Mais le terme associé a la formation de la cavité dans le solvant est le
terme prédominant de la rétention du soluté. En conséquence, la tension superficielle du
solvant joue un rdle trés important sur la rétention en chromatographie liquide.
Solvant Soluté en phase gazeuse
' seoleoloe olole
OO0 [
OO L

T2 SRZTEZS

RT In (RT/PV) Réductiop de
AG,,. l Formation de volume libre
la E:avité B
SO OO C
Sa KO —_—

Van der Waals et
interaction €lectrostatique
entre solut€ et solvant

O

Soluté en solution
% %}Cpc%g

Figure II-2 Représentation schématique des différents termes constituant I’effet de solvant

(d'aprés Melander et Horvath, 1978)

Selon Héron et Tchapla (1994), la théorie solvophobe permet de corroborer des
observations expérimentales. Elle offre la possibilité de prédire et d’interpréter la variation de
rétention chromatographique en fonction des modifications de composition du solvant ou de
structure moléculaire des solutés. Mais elle ne permet pas de répondre a une question que 1’on
peut poser a propos du mécanisme physique par lequel I’interaction se développe : "est-ce de
’adsorption ou du partage ?”

Mais Dill (1987) considére que cette théorie est incorrecte parce qu'elle module la
rétention en termes d'association de deux molécules de soluté a un seul solvant. Elle ne prend
pas en considération la formation d'une cavité dans la phase stationnaire. La théorie
solvophobe prédit que la rétention est indépendante de la nature de cette phase. De plus, la
force motrice de transfert du soluté dans la théorie solvophobe est dépendante de la
température. A température ambiante c'est I’entropie qui dirige le systéme, mais & température
plus élévée c’est I’enthalpie.

Woodburn et al. (1992) trouvent des résultats sur le comportement thermodynamique

des solutés non polaires semblables & ceux prédits par la théorie solvophobe.
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11-4.2. Théorie de la dynamique des réseaux moléculaires

La théorie des réseaux moléculaires a été élaborée parce que les chaines greffées de la
phase stationnaire ont la méme organisation que les interphases (Dill, 1987). Les interphases
se divisent en agrégats de surfactants, en monocouches, bicouches, micelles et
microémulsions. Les interphases sont composées de chaines ayant une extrémité reliée a une
interface et une densité de surface suffisamment élevée pour que les contraintes
conformationnelles des chaines soient trés strictement définies Deux grandeurs ont été
définies pour établir un modéle correspondant au phénoméne de la dynamique des réseaux
moléculaires :

— Le travail w,, nécessaire pour amener au contact deux molécules X et Y

— Le nombre de contacts rompus et créés lors du processus.
La théorie des réseaux définit le nombre de coordination z comme €étant le nombre de chaque
molécule. On doit considérer la variation de z dans I’état initial et dans 1’état final. Dorsey et
Dill (1989) ont proposé deux mécanismes de transfert, le partage et 1’adsorption. Dans les

deux cas, le transfert est caractérisé par un changement d’environnement du soluté.

11-4.2.1. Mécanisme de partage

Ce modele est le premier a prendre en considération l'effet de l'organisation de la phase
stationnaire sur la rétention. La phase stationnaire est décrite par Martire et Boehm (1983)
comme une phase "respirante” qui peut s'élargir ou s'effondrer selon la composition de la
phase mobile. Le modéle de partage est considéré comme le plus simple parce que la phase
stationnaire est un milieu liquide amorphe. La rétention est caractérisée par des coefficients de
partition entre huile et eau. Dans ce cas, Dill considére que la principale force motrice pour le
transfert du soluté est son affinité chimique pour la phase mobile et la phase stationnaire.
Dans ce processus, le soluté s'entoure d'abord de molécules de solvant (S), puis aprés le
transfert, il est entouré de molécules de la phase stationnaire (L).
Dans le processus de partage, le transfert des solutés implique trois étapes :

a) création d’une cavité de la taille du soluté dans la phase stationnaire

b) transfert du soluté dans cette cavité a partir de la phase mobile.

¢) Fermeture de la cavité dans la phase mobile.

45



Chapitre I : Revue bibliographique

A Transfert de soluté

L S | s
y >

;L s | \] s
L | L s | s \s

]Formation d’une cavité Fermeture de la

cavité

Figure II-3 Schéma du processus de partage. La molécule de soluté A est transférée de la

2

phase mobile S dans la phase stationnaire L. (Dorsey et Dill, 1989)

Ces trois étapes peuvent &tre décrites en termes d’interactions moléculaires:

— La création de la cavité dans la phase stationnaire L est associée 4 une énergie libre
((-z/2)WyL), car le travail nécessaire a I'éloignement des deux molécules de la phase
stationnaire est - W ce qui laisse z/2 paires de c6té, sans contact.

— La fermeture de la cavité dans la phase mobile S est (z/2)W,,

— Le transfert du soluté de la phase mobile a la phase stationnaire entraine une
variation d'énergie libre (W, - Wy,)

Alors, le processus complet de transfert du soluté décrit par Dill (1987) obéit a ’équation

suivante :

RT - RT WaL-Was+— -

Ap° 4 ( Ws W
2 2

) = YAL— YAs (I1-20)

Le processus de rétention est conduit par :
1. la différence d'énergie libre de contact du soluté dans la phase mobile et la phase
stationnaire
2. l'arrangement partiel des chaines alkyles greffées, conduisant a4 une expulsion du soluté de
la phase stationnaire 4 haut taux de greffage.
Xxy Peut étre exprimé avec une bonne approximation & partir des parametres de solubilité (5)
des molécules en interaction et du volume molaire moyen V

Vinoy. = (Vx TV,)/2 (11-21)
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Yy = Vnoy/RT (dy - dy) (11-22)
Yxy €St UNE grossiere approximation, surtout lorsque d'autres forces que les interactions de
dispersion se manifestent.
La relation (II-20) n'est vérifiée qu'a condition que les molécules soient mélangées au
hasard et que le ligand soit de taille voisine a celle du solvant.
Si le ligand occupe n sites ’équation (II-20) est modifiée pour tenir compte des

contacts rompus et créés, alors:

—Au
InK = rT " (Xas - AaLy (11-23)

_ 2_2( Wxx+Wyy) (H 24
T RT U7 2 24)

La force motrice de transfert du soluté est due a la nature de I’interaction W,, entre
molécules de soluté et de solvant voisines. Différentes forces contribuent a2 W,, , il s'agit d'un
travail réversible pour la formation d'interactions attractives non covalentes. Les forces
motrices de transfert du soluté sont induites par la nature des paires d'interactions entre soluté
et solvant: interactions électrostatiques, Van der Waals, liaisons hydrogéne et interactions
hydrophobes quand le solvant est aqueux.

Lorsque la phase mobile est un mélange de deux solvants (Sw, S0), la constante

d'équilibre est une fonction quadratique de la composition de la phase mobile.

0" InK = (Xasw - XaL) + 950 (Laso = Xasw~ Aswso) T Pso Aswso (11-25)
(Vdso) In(K'7K®) =1 (Xaso - Xasw~ Xswso) T dsoXswso (11-26)

ol ¢go: fraction volumique du solvant organique, K°: facteur de capacité du soluté dans l'eau

pure.

Selon Dorsey et Dill (1989) le modele de partage permet de prédire les conséquences
de différents parametres sur la rétention, en supposant un mélange aléatoire.

— La rétention doit étre proportionnelle au logarithme du coefficient de partage (phase
aqueuse - hydrocarbure) du soluté étudié.

— Le coefficient de rétention dépend linéairement de la taille de la molécule de soluté.
Comme la cavité formée est proportionnelle a la taille du soluté, alors In K' en fonction de
nc est linéaire.

— La tension superficielle d'une phase mobile pure (y,) est reliée au travail nécessaire a

I'éloignement de deux molécules de solvant.
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Y a=Waa/2a (11-27)
a : surface unitaire de contact

Tout ceci indique que In K et In K’ varient proportionnellement avec la tension superficielle
de la phase mobile.
— Les facteurs qui changent les solubilités (), affectent la rétention de la méme maniére.

Selon Dorsey et Dill (1989), la partition constitue le principal mécanisme de rétention,
car l'adsorption ne dépend pas du taux de greffage, mais du coefficient de partage In K'
fonction de In P. En outre, a partir de la mesure de la pente de la rétention en fonction du
coefficient de partage huile/eau (P), on observe que l'adsorption domine dans certains cas,
comme pour les chaines greffées courtes ou a trés haute densité de greffage. Dans le cas d'un
partage, la pente est égale a 1, alors qu'elle est seulement de 1/6 pour l'adsorption. Plusieurs
auteurs se sont penchés sur ’étude de la rétention du soluté en CLHP-phase inverse. La
rétention est considérée comme 1'un des processus les plus difficiles a expliquer et l'un des
plus controversés. Wise et Sander (1985) considerent que le modéie de partition simple ne
donne aucune description satisfaisante de la rétention. Mais selon Sentell et Dorsey (1989), le
mécanisme de rétention se ferait par partage. Ces auteurs ont privilégié un mécanisme de
partage au lieu d'un mécanisme d'adsorption, parce que les deux forces responsables de la
partition du soluté dans l'interphase sont, d'une part, une force provenant de l'organisation des
chaines due 4 des contraintes interfaciales et, d'autre part, une force due au changement
d'environnement du soluté. Tchapla et al., (1984) ont trouvé une discontinuité de log K' en
fonction de nc pour une série homologue quand nc est voisin du nombre de carbones des
greffons nbp. Ceci indique que les molécules de soluté semblent pénétrer verticalement dans

la couche greffée.

11-4.2.1.1. Les limites du modéle de partage

Le mécanisme de rétention proposé par Dorsey et Dill (1989) est basé sur une
simplification : la phase stationnaire est considérée comme un liquide amorphe et homogéne,
mais en réalité les chaines dans la phase stationnaire ont des contraintes conformationnelles.
Les différentes contraintes conduisent a des chaines greffées bien ordonnées par rapport aux
chaines en phase liquide. Cet ordonnancement des chaines greffées n’implique pas forcément
que celles-ci soient en forme de batonnet rigide (figure II-1). En effet, les chaines greffées

présentent plusieurs états rotationnels et conformationnels.
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La théorie des réseaux proposée par Dorsey et Dill (1989) prévoit deux principales
possibilités de conformation des chaines greffées:

1- Quand la densité de greffage est supérieure a une seuil de densité de greffage (1/3
de la valeur maximale), la théorie prédit un gradient de désordre : lorsqu'on est proche de la
surface de la silice, les chaines sont ordonnées, mais lorsque on s'en éloigne, le désordre
augmente.

2- Une augmentation de la densité de greffage augmente l'ordre des chaines. On a
moins d'interactions latérales et plus de liaisons axiales.

Lors de l'insertion du soluté dans une phase partiellement ordonnée, on assistera a un
accroissement de l'ordre des chaines avec, par conséquent, un soluté qui ne parvient pas
jusqu'a la surface de silice. Par ailleurs, on a pu montrer que cette insertion du soluté est
entropiquement défavorable. Sur une surface hautement greffée, le soluté sera expulsé de la
phase stationnaire en raison de I'effet entropique défavorable et le mécanisme d'adsorption
sera privilégié. Pour une surface faiblement greff€e, la partition augmente linéairement avec la
densité de greffage et le coefficient de partage atteint un maximum quand les interactions

entre chaines voisines deviennent importantes.

I1-4.2.2. Mécanisme d’adsorption

Ce mécanisme se fonde sur I'adsorption du soluté 2 la surface de la phase stationnaire.
Le processus peut étre aussi décomposé en trois étapes (figure I1-4):

1- Création d'une cavité sur la phase stationnaire.

2- Transfert du soluté dans cette cavité a partir de la phase mobile.

3- Fermeture de la cavité dans la phase mobile.

Si on applique la théorie des réseaux, la condition d'équilibre chimique du soluté (A) a
dilution infinie, échangé entre une solution diluée en solvant (S) et l'adsorption sur la phase
stationnaire, est la suivante :

Hag-(A) - Hmob-(A) = Hag-(S) ~Hmob-(S) (11-28)

La constante d'équilibre est présentée en termes de parameétres d'interactions binaires ¥,

Was + WsL — Wss— War l
RT Tz

1/z : une seule face voit son environnement changer

— Ap°
RT

(11-29)

InK= (XSL — AL + xAs) =

49



Chapitre I : Revue bibliographique

L L L|L
L L LlL
s|S|s|Sig ]8]S
slev] s|sfs\s|s
shsiAls| s
\/ N

s A s

Figure 11-4 Schéma du processus d’adsorption (Tchapla et al., 1993)

Colin et Guiochon (1978) semblent en faveur de ce mécanisme. En effet la
comparaison des coefficients de partage K de différents solutés mesurés avec des phases
greffées, montre qu'ils sont toujours inférieurs & ceux obtenus en utilisant les alcanes purs
correspondants et pour lesquels seul le mécanisme de partage est envisageable.

Cependant, selon Dorsey et Dill (1989), un mécanisme d'adsorption ne devrait pas dé-
pendre de la longueur de la chaine greffée ni de la densité de greffage. Une observation
expérimentale a été réalisée par Cole et Dorsey (1992). Cette contradiction apparente peut &tre
expliquée par le fait qu'une phase fortement greffée correspond a un milieu ordonné, ce qui
entraine des phénomenes d'expulsion du ligand. Dorsey et Dill ont montré que le coefficient
de partage des ligands présente une variation en fonction de la densité de greffage, il passe par
un maximum. Ils ont aussi proposé que les chaines greffées soient trés courtes. Tchapla er al.
(1984), lors de I'étude de la rétention de solutés appartenant & des séries homologues,
n'observent pas de régularité dans les courbes de log K' = f (nc), ce qui infirme le mécanisme
d'adsorption.

Tous les mécanismes que nous avons décrits sont basés sur la théorie des réseaux
moléculaires élaborée par Dorsey et Dill (1989). On a vu que la phase stationnaire joue un
role trés important et trés compliqué dans le mode de rétention. Il existe encore plusieurs

autres modeles traitant du mécanisme de rétention.
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11-4.3. Autres modéles sur le mécanisme de rétention

1- Lochmiiller et Wilder (1979)

La rétention serait due & une intercalation de soluté entre les chaines alkyles dans les
gouttelettes de liquide. Il y aurait alors une interaction tridimensionnelle entre soluté et phase
stationnaire. Ceci est seulement vrai quand on utilise un soluté de petite taille et des chaines
alkyles assez longues avec une densité suffisante pour couvrir le soluté. Dans le cas ou le
mécanisme de partition prédomine, les greffons n'ont pas le pouvoir de solvater complétement
les solutés de grande taille et il reste alors une partie de soluté & I’extérieur de la phase

stationnaire. Si on augmente la longueur des greffons on obtiendra une meilleure solvatation.

2- Berendson et De Galan (1980):

La phase mobile a le premier rdle et la phase stationnaire a un rble secondaire. Il existe
un nombre critique de carbones sur les greffons, ce qui implique que le soluté va réagir
seulement avec une partie des greffons. Selon ces auteurs, il y aurait solvatation de la phase
stationnaire par la phase mobile, ce qui va induire un gonflement avec extension des chaines
greffées. Les auteurs admettent que la théorie solvophobe explique mieux la rétention, mais

que la pénétration est mieux décrite par une absorption ot par un processus d'adsorption.

3- Jaroniec (1993):

Selon Jaroniec, le processus de rétention du soluté est trés complexe. La description de
la rétention par partition et adsorption ou déplacement est insuffisante. Il propose un modeéle
combiné de partition et de déplacement dans lequel une phase stationnaire-solvant serait
formée par un mécanisme de déplacement, la distribution du soluté serait effectuée par le
mécanisme de partage.

Le déplacement est un processus qui se produit a l'interface solide-liquide ot le soluté migre
de la phase mobile vers l'interface et déplace les molécules de solvant adsorbées
physiquement sur l'interface. Le déplacement, appelé adsorption compétitive, est contrdlé par
la différence d'énergie libre de sorption entre soluté et solvant. Ce processus serait dominant
dans une chromatographie normale. Pour en faire un modéle rigoureux, il faut prendre en
considération :

1- La formation d'une nouvelle phase constituée de la surface de la phase stationnaire et du

solvant.

51



Chapitre I : Revue bibliographique

2- La distribution du soluté entre la phase mobile et la nouvelle phase (surface phase

stationnaire-solvant)

4- Tchapla et al. (1993)

Le mécanisme de rétention est fonction de la phase stationnaire qui est un milieu
dynamique (Carr et Harris, 1986 ; 1989). La structure moléculaire d’une silice greffée change
en fonction des conditions opératoires en CLHP-phase inverse, donc la rétention varie selon
les conditions expérimentales.

Si la phase stationnaire est monomérique, il y aura insertion de soluté a l'intérieur du
réseau de chaines avec apparition d'un contact étroit entre les molécules de soluté et les
greffons. Le soluté va déplacer le solvant et le remplacer. Ce phénoméne d'interaction se
développe tant que le nombre de carbones du soluté (nc) est inférieur & celui des greffons
(nbp). La téte polaire du ligand reste & I'extérieur dans le volume macroscopique et ne réagit

pas avec les silanols résiduels. Pour une série homologue ou ne< necritique, On observera un

léger compactage de la chaine de soluté, chaque méthyléne supplémentaire n'ayant pas la

méme contribution que le précédent. Pour un soluté possédant un nc > nccritique, ON

observera une accroissement de certaines conformations conduisant & un contact moins étroit
avec la phase stationnaire est moins fort que précédemment. Le soluté se pelotonne entre les
greffes. On aura un accroissement du désordre dans la phase stationnaire, une augmentation
brusque de l'entropie de transfert avec diminution simultanée de l'enthalpie de transfert. En
réalité, pour les chaines trés longues, I'insertion totale des molécules de soluté a l'intérieur de
la phase stationnaire n'est pas possible. Pour la partie du ligand qui reste a ’extérieur, le
contact interchaines soluté-greffon se fait superficiellement sur les méthyles terminaux du
soluté, ce qui conduit & une sélectivité approximativement constante quand le nombre de
carbones (nc) augmente. La phase peut étre représentée globalement par une structure en
taillis (Lochmiiller et Wilder, 1979). Il y aura un mécanisme de partage pur, dit a la
solubilisation du soluté et conduisant a son engluement total dans la phase stationnaire dont
les mouvements plus lents et plus réduits vont favoriser les contacts soluté-greffons. Plus la
température augmente, plus les mouvements des greffons sont rapides, ce qui va favoriser
I'immersion du soluté jusqu'a la surface de la silice. Selon Wise et Sanders (1985), la phase
polymérique est plus rigide et plus étendue que la phase monomérique ce qui lui donne une

meilleure sélectivité et une meilleure capacité de séparation.
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11-4.4. Rétention des triglycérides en CLHP phase inverse

La compréhension de la rétention des TGs en CLHP-phase inverse est d'une
importance capitale dans notre étude. Nous allons tenter d'appliquer cette théorie  la filtration
de la MGLA en utilisant différents types de supports, dans le but d'optimiser le
fractionnement des TGs.

La rétention chromatographique des TGs a été détaillée dans le travail de Thévenon
(1986). L'auteur a étudié la rétention sur une phase monomérique en utilisant le couple
acétonitrile/chloroforme & différentes concentrations. II a montré que les TGs pénétrent dans
les greffons par leurs trois chaines d'AGs, le résidu glycéryl demeurant & l'extérieur. Les AGs
ne pénétrent pas de fagon équivalente, en général, 4 groupes méthylénes restent hors des
greffons & cause de I’encombrement dit aux groupements carbonyles.

Ce comportement est possible parce que les TGs sont en solution avec rotation libre
des liaisons dans la molécule qui, de plus, se trouve a une interface polaire-apolaire (solvant-
greffon). En effet, une conformation particuliére du glycérol peut étre envisagée, dans laquelle
les trois atomes d’oxygeéne engagés dans les fonctions carbonyles s’orientent tous dans le
méme sens (Bursh er al, 1968 ; Dorset er al, 1978). Cette disposition faciliterait une
interaction maximum des chaines grasses avec la phase apolaire. En outre, il faut considérer la
conformation des doubles-liaisons présentes dans les TGs en fonction des conditions
opératoires (température et solvant). En général, la présence d’insaturations dans un soluté
conduit a une diminution de sa rétention. L’intensité de cette diminution dépend, a la fois de
la phase stationnaire et de la phase mobile. Lorsque la phase stationnaire est saturée,
I’insaturation du soluté défavorise le placage de celui-ci le long des greffons et sa rétention
diminue. Il y aura apparition d'interactions n-7 entre le soluté et le solvant. Par contre, lorsque
la phase stationnaire est insaturée, un soluté possédant des électrons 7 interagit avec ceux de
la phase stationnaire, la diminution de la rétention est donc moins grande que dans une phase
saturée. Lorsque le solvant peut lui aussi réagir avec des sites insaturés, il y a alors

compétition entre les trois éléments: soluté-greffons-phase mobile.

I1-4.5. Hydrophobicité et CLHP phase inverse
L’hydrophobicité d’un composé est sa tendance relative a étre peu soluble dans I’eau
et facilement soluble dans presque tous les solvants apolaires (Tanford, 1980). Mais il s'agit
aussi de la capacité d’agrégation des solutés apolaires dans 1’eau, de I’'impossibilité de

mouiller ces substances avec I'eau et méme de la tendance de quelques substances & se
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distribuer inégalement entre I’eau et une autre phase ou interface. L hydrophobicité joue un
réle trés important dans les phénomeénes physico-chimiques, biologiques et
environnementaux. L’expulsion d'un soluté apolaire d'une solution aqueuse est due a son
interaction énergétiquement défavorable avec la molécule d’eau. C'est ce que l'on appelle
“I’effet hydrophobe”. Celui-ci correspond 4 la force motrice dans le processus de distribution
liquide-liquide, il intervient dans la formation des micelles, dans le transport passif
membranaire et dans la sorption de sols. L hydrophobicité d’un soluté s'exprime généralement
par un coefficient de partage (P), dérivé de I’étude de la distribution d’un composé entre I’eau
et un solvant apolaire non miscible. Le coefficient de partage est généralement obtenu dans un
systétme de partage eawn-octanol. On a tenté d'expliquer I’hydrophobicité de différentes
fagons. Qualitativement, ’effet hydrophobe augmente selon le principe de similitude, ce qui
suggére que des molécules vont interagir a condition qu'elles aient des caractéristiques
structurales et chimiques communes, ou par des interactions particuliéres avec ['eau.
L’hydrophobicité a été également expliquée par l'intermédiaire des interactions de Van der
Waals.

I1 est établi que la chromatographie peut fournir des informations quantitatives sur
I’hydrophobicité des molécules de soluté en considérant la rétention dans un systéme de
chromatographie de partage comme un processus d’équilibre dynamique (Martin et Singe,
1941). Avec le développement de la CLHP, des résultats précis peuvent étre obtenus en
utilisant des phases stationnaires et mobiles appropriées (Hubert et al, 1972 ; 1973). Une
corrélation entre log K’ et log P existe en fonction des solvants. Une relation générale entre
log K’ et log P pour différents solutés existe également pour les facteurs de capacité
déterminés dans le couple méthanol/eau (Braumann, 1986). Cependant, les résultats obtenus
par différents chercheurs indiquent que ’expression de I'hydrophobicité exprimée selon log
K’ et log P est relative, cette relation ne peut étre extrapolée en raison de la variabilité de la

phase stationnaire, de la fraction volumique et de la structure du soluté.
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III- Fractionnement membranaire de la matiére grasse laitiere

Comme nous pouvons l'envisager, a la lumiére de ce qui a été dit plus haut, la MGLA
doit posséder un certain nombre de propriétés physico-chimiques liées & sa composition en
triglycérides. Sa grande diversité en especes triglycéridiques lui confére un domaine de fusion
et de cristallisation trés large, ce qui peut étre considéré comme limitant dans I’industrie de la
MG. Un moyen de surmonter certaines limites industrielles de la MGLA est de procéder a son
fractionnement. En effet, elle peut étre considérée comme constituée de trois fractions : Bas
Point de Fusion (FBPF), Moyen Point de Fusion (FMPF), et Haut Point de Fusion (FHPF).
Industriellement, la séparation de ces trois fractions, puis leur mélange en proportions
adéquates permet de réaliser des beurres aux caractéristiques souhaitées. Au niveau du
laboratoire, il est nécessaire d'avoir une meilleure compréhension du comportement
thermique, du polymorphisme des cristaux, ainsi qu'une bonne modélisation de la composition
triglycéridique.

Le fractionnement est un processus purement physique, qui n’affecte pas la nature
chimique des composants de la MGLA, mais qui permet de séparer différentes fractions en
fonction de leurs propriétés thermiques. Voici quelques applications (non exhaustives) des
fractions en technologie alimentaire :

— Incorporation de FBPF dans le lait en poudre pour améliorer sa restructuration.

— Utilisation de FBPF pour améliorer la tartinabilité du beurre.

— Utilisation de FHPF en patisserie et pour 1’amélioration des propriétés du beurre de

cacao.

Il existe plusieurs procédés de fractionnement. On peut les rassembler en trois grands
groupes :

1- Procédés basés sur le comportement a la cristallisation par abaissement progressif
de la température, ou par dissolution dans un solvant.

2- Procédés basés sur la solubilité des composants de la MGLA : extraction par fluide
supercritique et distillation moléculaire.

3- Procédé de fractionnement membranaire en milieu fondu, développé par le
Laboratoire de Physicochimie et Génie Alimentaires de 'ENSAIA (LPGA).

Nous développerons seulement les méthodes de fractionnement par abaissement de la
température et par fractionnement membranaire. Deux theses sur le fractionnement

membranaire ont été réalisées par 1'équipe du LPGA (Bornaz, 1993 et Diagana, 1997), un
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procédé industrie] a été breveté, optimisé et est en cours d'application pour la fabrication de
beurres dotés de caractéristiques physicochimiques particuliéres. Le but de notre travail est de
contribuer a modéliser les interactions entre les composants de la MGLA et les membranes-

supports utilisées, ainsi que les interactions entre les composants eux-mémes.

II1-1. Fractionnement par cristallisation de MG fondue

Connu sous le nom de fractionnement sec a cause de ’absence de solvants ou
d’additifs, ce procédé de fractionnement est basé sur le comportement de la MG en fonction
de la température. La MG est maintenue a une température donnée pour permettre une
cristallisation partielle, puis les fractions sont séparées physiquement (Hamm, 1995) par
filtration sous vide ou centrifugation. Le fractionnement peut étre réalisé en une seule étape
donnant une fraction liquide (appelée Oléine) et une fraction solide (appelée Stéarine). Les
fractions obtenues en une seule étape de fractionnement montrent des changement graduels de
caractéristiques physiques et chimiques en relation avec la température de fractionnement. On

peut éventuellement procéder au fractionnement ultérieur des fractions obtenues.

II1-1.1. Cristallisation de la MGLA

La cristallisation de la MGLA a été discutée au chapitre I. Mais il faut insister sur le
fait que le phénomeéne a l'origine de la cristallisation (nucléation et croissance des cristaux),
ainsi que les caractéristiques des cristaux (morphologie et taille) restent identiques dans les
différents procédés. La cristallisation de la MGLA dans les procédés de fractionnement a été
étudiée par plusieurs auteurs (Shaap et Van Beresteyn, 1970 ; Kuzdzal-Savoie et Saada, 1978;
Rajah, 1991 ; Deffense, 1993. Elle peut étre divisée en plusieurs étapes générales :

1) préparation de la MGLA initiale ; 2) refroidissement a la température désirée ; 3)
cristallisation ; 4) séparation de la phase solide de la phase liquide.

La MGLA est initialement chauffée approximativement a 60°C et maintenue a cette
température pendant 30 minutes pour éliminer toute "l'histoire thermique" qui pourrait
influencer la cristallisation en cours. Le fractionnement de la MGLA est réalisé sous

conditions expérimentales contrdlées.

I11-1.2. Influence des facteurs technologiques sur la cristallisation

Le processus de fractionnement est le résultat d'interactions complexes entre la

composition chimique et le comportement 2 la cristallisation de la MGLA, combinés & des
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facteurs technologiques controlés, tels que la vitesse de refroidissement, la température et

’agitation (Black, 1975 ; Deffense, 1987 ; Brodin ; 1989 ; Hamm, 1995).

I1I-1.2.1. Température de cristallisation

La température de fractionnement influence non seulement le comportement a la
cristallisation, mais aussi le comportement a la fusion, la composition chimique et le
rendement des fractions ( Black, 1973 ; Grall et Hartel, 1992). En effet, plus la température de
fractionnement diminue, plus la fraction liquide est exempte de cristaux fondant a haut point
de fusion. A basse température, on trouvera des impuretés liquides & bas point de fusion dans
la fraction solide. On a rapporté qu’a des températures de fractionnement de 27 a 30°C, la
croissance des cristaux est uniforme, mais a 25°C, des amas de grande taille se forment avec
des particules petites et réguliéres (Dolezalek et al., 1976). On note également un changement
dans I’apparence des cristaux en fonction de la diminution de la température de
fractionnement (Grall et Hartel, 1992). Les cristaux formés a 30°C sont constitués d’un
agglomeérat de structures en aiguille, alors que les cristaux formés a 20°C apparaissent comme
un ensemble de petits agrégats étroits. A 15°C, les cristaux formés ressemblent plutdt a des

spheres uniformes.

III-1.2.2. Vitesse de refroidissement

Ce facteur est primordial, car il détermine la taille et la nature des cristaux. Si le
refroidissement est lent, de nombreux cristaux larges, stables (B’) et bien différenciés
apparaissent. Ces cristaux sont faciles & séparer de la phase liquide (Black, 1975 ; Deffense,
1987 ; 1989). Un refroidissement rapide favorise la formation de nombreux cristaux de petite
taille (quelques nm) et conduit a la formation de cristaux mixtes avec augmentation de la
viscosité. Les deux phénomeénes contribuent & perturber la séparation (de Man, 1968 ;
Deffense 1987 ; 1989 ). Le compromis consiste a conserver un refroidissement lent, mais avec
agitation contrdlée du mélange. )

Kankare et Antila (1974) ont observé que si la MGLA est refroidie lentement, des
cristaux de sphérulite se forment. Si elle est refroidie rapidement, une solution sursaturée

constituée de cristaux en aiguilles, déformés et ramifiés apparait.

I11-1.2.3. Vitesse d’agitation

La vitesse d’agitation influence la vitesse de cristallisation, la croissance des cristaux

et I’efficacité de la séparation (Shaap et Van Beresteyn, 1970 ; Dolezalek et al, 1976). La
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cristallisation étant un phénoméne exothermique, la chaleur dégagée doit étre évacuée par
agitation. Celle-ci favorise la formation de cristaux grace & une dissipation plus rapide de la
chaleur de cristallisation. L’agitation doit rester modérée afin d’éviter la destruction des
sphérulites. En effet, une faible agitation produit des cristaux incorporant moins de graisse
liquide, ce qui induit la formation de cristaux plus distincts, donc plus faciles a séparer (Black,
1975 ; Hamm, 1995). Une vitesse d’agitation rapide produit des cristaux relativement
uniformes, mais de petite taille, ce qui est partiellement dii au phénomene de cisaillement
(Shaap et van Beresteyn, 1970)

D'autres facteurs influencent le fractionnement, tels que 1’addition de germes, le sur-
refroidissement, le temps de cristallisation et les cinétiques de cristallisation. Ces facteurs ont
été traités par plusieurs auteurs (Voss et al, 1971 ; Black, 1973 ; Dolezalek, et al., 1976;
Antila, 1979 ; Small, 1986 ; Grall et Hartell, 1992). La combinaison de tous ces parameétres
doit donc é&tre optimisée pour 1’obtention de sphérulites de taille suffisante, ne contenant pas
une trop grande quantité de MG liquide adsorbée ou emprisonnée et permettant la formation

des cristaux de formes polymorphiques stables.

IT1-1.3. Caractérisation chimiques des fractions
Ce sont des fractions a trés haut, haut, moyen et faible points de fusion (Amer et al.,
1985 ; Banks et al., 1985 ; Fouad er al, 1990). La température de fractionnement permet
I’obtention d’une fraction recherchée (Tableau III-2). Plusieurs auteurs (Badings et al., 1983 ;
Lambelet,1983 ; Fouad et al, 1990 ) ont étudi¢ la composition chimique des différentes
fractions selon différentes méthodes d’analyse. Ils convergent vers la méme conclusion : la

différenciation chimique des fractions solides et liquides issues du fractionnement est limitée.

Tableau III-1 Intervalles de fractionnement de la MGLA (Amer er al., 1985 ; Banks et al.,
1985 ; Fouad et al., 1990, Diagana, 1997)

Fractions de MGLA Intervalles de températures de fractionnement
fractions & trés haut point de fusion 24 a34°C
fractions a haut point de fusion 123 23°C
fractions a point de fusion moyen 11 a25°C
fractions & faible point de fusion 42a15°C
fractions a tres faible point de fusion 2a8°C
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I11-1.3.1. Composition en acides gras (AGs)

En général, pour un fractionnement en étapes multiples, plusieurs fractions solides et
liquides sont obtenues (Amer ef al., 1985, Fouad et al, 1990 ; Deffense,1993). Pour les
fractions solides, on observe une diminution des AGs courts (C4-C8) et de ’acide oléique
(C18:1), ainsi qu'une augmentation de la présence de certains AGs longs saturés (C16-C18)

(Fouad ef al., 1990 ; Amer et al., 1985) par rapport au produit de départ (tableau III-2).

Tableau I1I-2 Profils des acides gras de la matiére grasse de beurre (composition en % poids)
et ses fractions solides (S) et liquides (L) obtenues par fractionnement en étapes multiples

(Fouad ef al., 1990). *29, 25, 21 et 17 sont les températures de fractionnement en °C

AGs | MGLA init. | S-29 |L-29 |S-25 |L-25 |S-21 |L-21 |S-17 |L-17

4:0 5,05 2,06 1532 ]3,84 (6,25 |3,84 |793 3,87 |6,98
6:0 3,07 0,90 (2,30 |2,14 3,52 2,05 3,93 (2,19 |3,93
8:0 1,38 0,67 (125 (1,16 |143 1,00 2,11 |1,17 |1,57
10:0 3,24 2,31 3,11 (2,57 329 (2,82 (3,60 295 335
12:0 3,47 335 3,58 (3,35 (3,54 (348 |3,48 |3,50 |3,36

14:0 11,13 12,81 | 11,65 12,50 | 11,39 ] 12,21 | 10,73 |12,23 10,79
16:0 27,53 36,58 129,35 | 34,61 |28,28 |32,32 | 26,17 | 31,84 |26,69
18:0 10,79 16,52 | 10,94 (14,93 | 10,50 |3,17 |[9,38 |12,69 |9,36

18:1 22,41 16,08 22,93 16,50 | 21,96 }20,17 22,63 |20,22 | 24,13

18:2 1,70 1,16 1,70 |L,13 1,85 (1,47 |1,89 (0,49 |1,94
18:3 0,54 0,37 |[0,53 0,37 |055 (043 |055 |045 0,59
20:0 0,14 0,27 (0,16 0,23 (0,15 |0,18 |0,11 [0,18 |Q,11

autres 7,42 541 1490 522 503 |507 |513 1507 |4,70

Quand la température de fractionnement diminue, la composition en AGs de cette
fraction tend vers la composition de la MGLA initiale (Fouad et al., 1990). 1l est plus difficile
d’observer des variations pour les fractions solides par rapport & la MGLA initiale. En
général, une faible augmentation en AGs courts apparait. La fraction liquide obtenue a 29°C

(Fouad et al., 1990) a presque la méme composition en acides gras que la MGLA initiale.

I11-1.3.2. Composition en TGs
Leur variation est plus marquée que pour les AGs. Les TGs trisaturés & haut poids
moléculaire diminuent dans la phase liquide au profit de la phase solide (Lambelet, 1983 ;
Muuse et van der Kamp ; 1985 ; Fouad et al, 1990). Les variations de la composition
triglycéridique sont fonction de la température de fractionnement. Les résultats présentés dans

le tableau III-3 montrent que seules les fractions solides obtenues a 29 et 25°C possédent une
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différenciation marquée, alors que les fractions S-21 et S-17 se rapprochent de la composition

de la MGLA initiale.

Tableau [II-3 Analyse en CPG du profil des TGs de la maticre grasse de beurre (composition
en % poids) et changements relatifs en % de la composition des fractions solides (S) et
liquides (L) par rapport a la matiere grasse non fractionnée. (Fouad et al., 1990). (NP : Nombre

de partition ; 29, 25, 21 et 17 sont Jes températures de fractionnement en °C)

NP |{ MGLA init.| S-29 { L-29 | S-25 ; L-25 | S-21 | L-21 | S-17 | L-17
26 0,20 -45 +40 -35 +15 -15 -5 -5 +30
28 0,62 -39 +24 -39 +24 -13 -5 -6 +43
30 1,10 -60 +23 -36 +16 -16 -2 -4 +30
32 2,34 -52 -1 -56 +15 -17 +10 -22 +19
34 5,64 -43 +13 -33 +13 -19 +1 -6 +28
36 10,32 -40 +13 -34 +6 -13 +5 -11 +25
38 11,53 -35 +18 -28 +15 -7 +9 -4 +22
40 9,37 -30 +19 -22 +10 -10 +5 -3 +25
42 6,66 -11 +13 -1 +6 -2 -10 +4 +1
44 6,20 +14 +1 +23 -24 +6 -17 +16 -
46 6,49 +48 -8 +48 -11 +20 -29 +19 -25
48 7,63 +55 -5 +50 -10 +42 -28 +22 -26
50 9,21 +51 -6 +44 -3 +21 -23 +9 -17
52 8,52 +24 -7 +9 -12 +1 -12 -2 -16
54 3,56 +11 +2 -3 +7 -3 -3 -1 -1

Amer et al., (1985) en ait conclu que le fractionnement de la MGLA avait lieu selon le

poids moléculaire, mais Makhlouf et al., (1987) sont opposés a cette théorie.

IT1-1.4. Différenciation physique des fractions

Les propriétés physiques, notamment le comportement thermique sont nettement
modifiées (figure III-1). En effet, le comportement thermique de la MGLA et de ses fractions
est le reflet de la modification de leur composition chimique.

Mais Fouad ez al., 1990, observent des variations beaucoup plus limitées des courbes
de fusion des fractions obtenues a 17, 21, 25 et méme 29°C. IIs en concluent qu'un simple
fractionnement du beurre ne change pas le comportement physique des fractions de fagon
substantielle et que la plupart des changements observés pourraient étre dus a leur état
polymorphique. Cette hypothése serait renforcée par les faibles variations de composition en

AGs et TGs. Plusieurs auteurs ne partagent pas ’hypothése de Fouad et al,, 1990, comme
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Schaaps er al., 1975 ; Deroanne, 1976 ; Banks er al., 1985 ; Makhlouf er al., 1987 et Deffense,

1993. Le SFC évolue considérablement entre les différentes fractions de la MGLA obtenues

par fractionnement a étapes multiples (figure III-2)

10

EXOTHERMAL HEAT FLOW
IS

TEMPERATURE (oC)

Figure III-1 Thermogrammes de DSC pour la MGLA et des fractions sélectionnées (MGLA, - -
) (d'aprés Fouad et al,1990)

;817 — ——; 8§25 — —;8-29
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= e 49
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Figure I1I-2 Evolution du SFC de la MGLA et de différentes fractions solides et liquides a
différentes température. (MGLA ______ ,I-17 L T-25 . . ___,T-29___)(d'aprés

Fouad et al., 1990)
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III-2. Fractionnement membranaire

Les techniques de séparation par membrane sont considérées comme une alternative
aux nombreuses méthodes conventionnelles de concentration, de purification, de clarification
et de fractionnement. Le fractionnement membranaire serait surtout une méthode de
substitution au fractionnement par cristallisation. Il s'agit d'un pari écomonique d'importance
majeure. Les procédés de séparation membranaire sont aujourd'hui trés largement répandus en
industrie alimentaire, mais seulement pour les milieux aqueux : industrie laitiére, industrie
sucriére, jus de fruits et boissons alcoolisées (clarification) (Ben Aim et Davin, 1985
Bennasar et Tarodo de la Fuente, 1987 ; Kosseoglu et Engelgau, 1990). Récemment, une
méthode de séparation membranaire de la MGLA en milieu fondu hydrophobe a été imaginée
et développée (Bornaz er al, 1995). Il est de toute premicre importance d'optimiser les

supports membranaires et de modéliser les différentes interactions.

111-2.1. Différentes techniques membranaires

Il existe plusieurs techniques de séparation membranaire, mais le point commun est la
mise en oeuvre d’une barriére physique dénommée membrane (Ben Aim et Davin, 1985).
Toutefois, le nombre, la diversité des conditions opératoires et des types de membranes, les
forces motrices et les types de substrats traités, font des techniques séparatives I'une des
opérations les plus difficiles & comprendre. Les techniques de séparation sont classées en
fonction de la taille et le type de constituant a séparer. Les procédés & membranes regroupent
la microfiltration, ’ultrafiltration, la nanofiltration, 1’osmose inverse, 1’électrodialyse et la
dialyse (figure III-3). Nous présentons seulement quelques caractéristiques et applications de
la microfiltration, de ’ultrafiltration, de la nanofiltration et de I'osmose inverse dans le tableau
(III-4). De plus, les membranes utilisées se différencient par le matériau de fabrication et leur
structure interne (Van den Berg et Smolders, 1988 ; Rautenbach et Albrecht, 1989, Howell,
1990 ; Merin et Daufin, 1990 ; Szaniawski et Spencer, 1991). Les structures des membranes
ont été classées par Van Den Berg et Smolders (1988), en trois groupes : les membranes
homogeénes ou symétriques, les membranes asymétriques et les membranes composites. En
outre, il existe plusieurs formes géométriques des milieux filtrants : modules 4 membranes

planes, a membranes tubulaires, capillaires, a fibres creuses et en spirales.
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I MACTOMOIeCuIeS Gfaaﬂfqﬂgg I
Colloides Composés organiques I
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(50 bars)
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I Ultrafiltration (15 bars)

l Microfiltration I
(0,1-2 bars)

Figure III-3 Classification des techniques de séparation par membranes (Cohen-Maurel, 1988)

Tableau [114 Différentes techniques séparatives membranaires (Bornaz, 1994 ; Diagana,
1997) (MF, microfiltation, UF, ultrafiltration, NF, nanofiltration et OI, osmose inverse)

Filtration | Force de séparation | Mécanisme de transport | Membran Substances
e séparées

MF Gradient de pression | effet taille des molécules | Poreuse Bactéries, parti-

<a3bar et interactions physico- cules, solvant,
chimiques avec la pigments, en-
membrane zymes
UF Gradient de pression | idem Poreuse | Protéines, col-
1410 bar loides, polysac-
charides, sel, ...

NF Gradient de pression | mécanisme intermédiaire | Poreuse | Petites molécules

20 240 bar entre "ultrafiltration et de 10 a 100 dal-
osmose inverse tons
(diffusion)
Ol Gradient de pression | mécanisme de Dense Sel, acides ami-
304100 bar dissolution et diffusion nés, eau

1I1-2.2. La microfiltration

La microfiltration est un procédé de séparation de microparticules en suspension sous

I’effet de gradient de pression (pression transmembranaire 1 a 5 bars). En microfiltration
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tangentielle, le fluide a filtrer circule parallelement a la surface de la membrane et
perpendiculairement au flux de filtrat. Ceci a été optimisé dans le but de pallier au phénomene
de polarisation rapide qui caractérise la filtration frontale (figure I1I-4) par une augmentation
des forces de cisaillement a la surface de la membrane (Brun, 1989). Ainsi, des cycles de
filtration plus longs sont obtenus par rapport & la microfiltration frontale. Pendant la filtration,
le flux de perméat diminue dans le temps. En effet, I’évolution du flux de perméat au cours du
temps peut étre décrit en trois phases : I) phase de diminution rapide, II) phase de diminution
modérée et III) phase de diminution lente (Fane ez al,, 1983 ; Choe er al, 1986). La limitation
principale au transfert de matiére provient de I’existence de résistances diffusionnelles et/ou
convectionnelles localisées au voisinage de la membrane (Mietton-Peuchot, 1984 ; Aimar et
al, 1986). Quatre mécanismes sont décrits pour expliquer la diminution du flux: la
polarisation de concentration, 1’adsorption de molécules et le colmatage. Toutefois, le détail
de ces mécanismes ne fait pas l'objet de ce travail. On se reportera avantageusement a la

bibliographie trés abondante sur le sujet.
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Figure I1I-4 Comparaison entre filtration tangentielle et filtration frontale



Chapitre I : Revue bibliographique

I11-2.3. Applications des procédés membranaires a I’industrie de corps gras

L’utilisation de la technique membranaire dans !’industrie de la MG est récente. En
effet, par comparaison & d’autres techniques de séparation physique (cristallisation,
distillation), les procédés membranaires nécessitent seulement I’application d’une pression
suffisante pour vaincre la résistance au transfert opposée par le matériau poreux €t maintenir
un flux transmembranaire acceptable (Pioch et Largueéze, 1995). Or, I'industrie traditionnelle
de transformation des huiles et graisses nécessite la consommation d’une grande quantité
d’énergie ou une succession de cycles de refroidissement et de chauffage, avec les
inconvénients & la fois économique, et de dégradation des matiéres premiéres qui s’ensuivent.

Koseoglu et Engelgau (1990), ont effectué une étude globale sur I’application des
membranes dans 1’industrie des corps gras. Ils consideérent que les procédés membranaires
restent peu familiers 4 ce secteur industriel, ils sont cofiteux, nécessitent des procédures de
nettoyage inhabituelles et de fréquents changements de membranes a cause de la diminution
irréversible du flux. Durant la derniére décennie, un travail intensif a été réalisé pour vaincre
les problémes techniques. La fabrication des membranes a intégré de nouveaux matériaux. De
nombreux types de membranes sont maintenant compatibles avec les produits apolaires,
supportent les hautes températures et les conditions sévéres de nettoyage chimique. Plusieurs
applications des procédés membranaires existent maintenant dans I’industrie des corps gras :
filtration des huiles de friture, €élimination du solvant & partir des miscella, dégommage,

décirage, désacidification, raffinage, élimination des traces métalliques, fractionnement, etc...

I11-2.3.1. Le raffinage des huiles

Le raffinage des huiles par procédés membranaires a fait I’objet de plusieurs dép6ts de
brevets et publications (Gupta, 1977 ; Serafin et al., 1988 ; Koseoglu et al., 1990 ; Koseoglu,
1991). L’huile est toujours dissoute dans un solvant organique non acide (hexane). Le seul
inconvénient est la persistance de 1’odeur d'hexane dans le produit fini. Gupta (1977) a séparé
les phospholipides des triglycérides par filtration & travers une membrane en silicone.
Keurentjes (1991) a observé une réduction de 1’acidité des huiles brute par I'utilisation de la
nanofiltration et de I’osmose inverse.

Koseoglu et al, (1989), considérent que lultrafiltration peut &tre utilisée aprés
neutralisation des acides gras libres pour se substituer aux étapes classiques de dégommage,
neutralisation et méme décoloration. Forsell et al., (1992), ont pu séparer la fraction polaire de

la fraction non polaire des huiles dissoutes dans I’hexane. Keurentjes et al., (1990) ont
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proposé une réduction de 95 % des teneurs en cations métalliques par dialyse a I’aide d’une
solution aqueuse ammoniacale. La microfiltration est aussi utilisée pour le décirage des huiles
(Esbeck et Segers, 1994 ).

L’utilisation d’une technique membranaire peut diminuer de 60 % la perte de
rendement au cours du raffinage chimique, pendant lequel une grande quantité d’huile est
perdue par saponification des huiles neutres (Koseoglu et Engelgau, 1990).

Larguéze (1997) confirme [’efficacité de la séparation des AGL et PL par
microfiltration frontale dans le cas de I'huile de tournesol, mais pas dans le cas de 'huile de
soja et de colza. De plus, les essais de raffinage des huiles brutes en microfiltration
tangentielle montrent que les diametres des pores jouent un réle trés important dans les
séparations. Une membrane avec un diamétre de pores inférieur & Inm permet d’obtenir des
huiles de qualité satisfaisante et des flux stables au cours du temps, supérieurs aux membranes

ayant un diametre de pores de 25 nm.

I11-2.3.2. Fractionnement de la MGLA
Bomaz ef al. (1995a; 1995b) ont décrit pour la premiére fois le phénoméne de
partition moléculaire en fonction du poids moléculaire d’une matiére grasse fondue en
I’absence de solvant sur une membrane hydrophobe. Les auteurs ont effectué un
fractionnement de la MGLA sur une membrane microporeuse en acier inoxydable avec un
seuil de coupure dépendant des différents triglycérides, un exemple concernant les TGs

saturés est donné dans ia figure III-5.
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Figure III-5 Rendement de filtration en fonction du poids moléculaire moyen des triglycérides

saturés (Bormaz er al., 1995 a)
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Ces auteurs montrent que les TGs possédant un nombre théorique de carbones (TCN)
> 44 sont retenus par la membrane, alors que les TGs de TCN < 44 la traversent, sans prise en
considération de I’insaturation réelle (Bomnaz et al., 1995b). La teneur en matiére grasse solide
du rétentat est toujours supérieure a celle du perméat (Fanni, et al., 1996) quelles que soient

les conditions opératoires de la filtration (tableau III-5).

Tableau III-5 Evolution du SFC des différentes fractions en fonction des parameétres
hydrodynamiques (Bomaz et al., 1995) (V: vitesse; P: pression transmembranaire)

Paramétres hydrodynamiques | MGLA initiale Perméat Rétentat

V élevée et P faible 30,38 28,20 35,29

V faible et P faible 30,38 26,81 29,37

V faible et P élevée 31,41 26,68 28,62 J

Plusieurs supports membranaires ainsi que différents paramétres hydrodynamiques ont
été étudiés pour optimiser le procédé de séparation. Les conditions hydrodynamiques offrant
la meilleure divergence (avec des membranes planes) sont une température proche de la zone
de fusion (40°C), une vitesse d’alimentation relativement élevée (restant inférieure 4 un métre
par seconde) et une pression tansmembranaire faible (de l'ordre de 1 bar). Les membranes
"DURAPORE®", hydrophiles ou hydrophobes, donnent les meilleurs écarts de SFC entre le
perméat et la MGLA initiale. Le rétentat s'enrichit d'abord en TGs 4 haut poids moléculaire et
le perméat en TGs & bas poids moléculaire. Une bonne diversité de SFC & été obtenue sur un
pilote axial utilisant une membrane en «-alumine vierge et une membrane totalement
hydrophobe. C'est la membrane hydrophobe qui offre la meilleure divergence entre le perméat

et le rétentat.
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IV- Les forces intermoléculaires et de surface

Les membranes ont des propriétés différentes en fonction du type de filtration choisi
(ultrafiltration, microfiltration, nanofiltration et osmose inverse). Le transfert se fait par
diffusion, convection, ou par les deux processus. Une étape importante dans la séparation
membranaire consiste a identifier les mécanismes de transfert et de rétention des molécules.
Le phénoméne de rétention est dii a diverses interactions entre les parois de pores et les
particules. En effet, les interactions gouvernent non seulement le flux de perméat et le rejet de
soluté, mais aussi les caractéristiques des produits résultants. La membrane joue bien siir un
réle primordial dans la rétention des particules en fonction de la taille de pores, de ses
propriétés de surface et de ses caractéristiques chimiques.

Dans une approche modélisée du phénomeéne de transport a I'mtérieur des pores, la
forme de ceux-ci est considérée comme cylindrique, alors que celle des particules est
sphérique. Les interactions entre la paroi des pores et les particules sont partiellement de
nature stérique et comportent également une part dite "2 longue distance". Celle-ci est elle-
méme constituée de trois types d'interactions 1) interactions apolaires de Van der Waals, 2)
interactions électrostatiques liées & la double couche et, 3) interactions de type acide-base
(polaire) dans certains systémes moléculaires. Ces derniéres interactions peuvent &tre trés
diverses: hydrophobes, liaisons hydrogéne, hydratation, etc... Elles sont particuliérement
importantes en milieu aqueux, mais difficiles & interpréter en milieu totalement hydrophobe.

Ci-aprés, nous détaillerons différents modéles d'interactions dans le but de mieux
expliquer la partition de la MGLA sur des membranes hydrophiles ou hydrophobes.
L'importance de chacune des forces mises en jeu dépend des solutés (bien que ce terme perde
de sa signification dans le cas qui nous préoccupe), des membranes et des conditions
opératoires telles que la pression et la température. En dehors de la MGLA, pour mieux
comprendre le phénomene, nous utiliserons également des huiles végétales et des triglycérides

purs.

IV-1. Classification des différentes forces intermoléculaires

La présence du solvant vient considérablement compliquer les interactions entre
molécules ou particules dans un liquide. Dans le cas d'un corps gras fondu, le "solvant” est la
matiére grasse elle-méme dans laquelle on peut considérer que certaines fractions sont

intersolubilisées par d'autres. Ces effets sont trés variés:
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1. Pour deux molécules de soluté dans un solvant, le potentiel englobe non seulement I'énergie

d'interaction soluté-soluté (wr), mais aussi tout changement d'énergie d'interaction entre soluté

et solvant et solvant-solvant, quand deux molécules de soluté se rapprochent l'une de l'autre.

La force nette dépend de l'interaction entre le soluté et le solvant. Dans le vide, deux

molécules s'attirent facilement, mais dans un milieu liquide, le travail nécessaire pour déplacer

le solvant est plus grand que celui fourni par le rapprochement des molécules de soluté.

2. Les molécules de soluté perturbent souvent l'ordre local ou la structure du solvant. Si

I'énergie associée a cette perturbation varie avec la distance entre les deux molécules

dissoutes, il existe une force additionnelle de solvatation entre celles-ci.

3. Les interactions solvant-soluté peuvent changer les propriétés des molécules dissoutes.

4. Quand une molécule est introduite dans un liquide, il y aura apparition d'une "cavité" qui
permettra d'accepter cette molécule.

Ces effets apparaissent a différents degrés, selon la nature et l'intensité des interactions
soluté-soluté, soluté-solvant et solvant-solvant.

Les forces intermoléculaires peuvent étre classées en trois catégories :

— les forces purement électrostatiques: ces sont des interactions entre des charges, des dipdles
permanents, etc...

— les forces de polarisation qui proviennent des moments dipolaires induits dans des atomes
et des molécules par des champs électriques provenant de charges voisines et de dip6les
permanents.

— les forces de nature quantique: elles donnent naissance aux liaisons covalentes et aux
interactions stériques (répulsives) qui équilibrent les forces attractives & trés courte
distance.

Cependant, cette classification des forces n'est ni exhaustive, ni rigide. Certaines ne
peuvent étre facilement classées (forces de Van der Waals ou forces magnétiques), une autre
fait intervenir la notion de distance.

Ces diverses interactions entre ions, atomes et molécules dans le vide sont représentées dans

le tableau (IV-1).
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Tableau IV—-1 Les divers types d'interactions entre ions, atomes et molécules dans le vide.

Type d'interaction

Energie d'interaction w(r)

Métallique, covalente

complexe, courte distance

Charge-charge é?nlgr (énergie de Coulomb)
0
Charge-dipble
Charge-dipdle fixe —Qucosb
4qgor?
Charge-dipdle avec rotation libre .__Qvl__
6(4me0)’ kTr*

dipdle-dipole
dipdle-dipdle fixe

-u,u, [2cos€l coSg, = singlsingzcos¢]

dne,r
dipdle-dipdle avec rotation libre - u’uy’
3(47meo)*kTr*
Charge-non polaire -Q*«
2(4me0)’r’

dipdle-non polaire

dipble fixe-non polaire

dipéle rotatif-dipéle induit

—u’a(l+ 3cos’ )
2(4meo)’r®
-va

m (Energie de Debye)

deux molécules non polaires

3 hva?
4 (4rgo)’r®
dispersion)

(Energie de London ou de

Liaisons hydrogéne

courte distance, complexe,

énergie proportionnelle & 142

wr, énergie libre d'interaction; Q, charge électrique; u, moment dipolaire électrique; Cm et o polarisabilité

électrique (C2m2J -1

(1.381x 10723

); 1, distance entre les atomes ou molécules interagissant (m); k, constante de Boltzmann

JK'I); T, température absolue (K); h, constante de Planck (6.626 x 1034 Js); n, fréquence

d'absorption électronique (s'l); €0, constante diélectrique du vide (8.854 x 10-12 il m'l)

IV-2.Les forces intermoléculaires fortes : interactions coulombiennes

La force coulombienne apparait entre deux molécules chargées. C'est la force physique

la plus puissante a longue distance. Elle s'écrit sous la forme:

F=

Q1Q2

4meder

(Iv-1)
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Qi : Charge de la particule i ; r : Distance entre les deux charges ; £ est la permittivité relative

. . . 2.-
(constante diélectrique) du milieu et €0, la constante diélectrique du vide (8.854 x 10°12 ¢*;

),

Q1Q2
4me0sr
Le calcul, selon cette théorie, reste sujet & discussion dans le cas de la filtration. En

L'énergie d'interaction peut étre écrite w(r) =

effet, cette force agit sur un volume de fluide qui est généralement considéré comme
électriquement neutre. Elle peut étre utilisée en supposant l'électroneutralité d'une maniere

globale et non locale (Adamson, 1976; Mohr et Pommerenning, 1985).

IV-3. La liaison hydrogéne

Lorsqu'un atome dhydrogene H est lié par covalence a un atome A fortement
électronégatif, La liaison A-H est polarisée. L'atome dhydrogéne, légérement chargé
positivement, de petite taille, est fortement polarisant. I1 y aura une interaction entre
I'hydrogeéne chargé et une molécule (B) porteuse d'un doublet électronique. La force de

l'interaction serait fonction de I'électronégativité de la molécule (B).

IV-4. Les forces de Van der Waals

Les forces de Van der Waals, connues sous les noms de forces de dispersion, de
London, électrodynamiques, dipdle induit-induit, etc..., existent entre tous les atomes et les
molécules. La littérature dans ce domaine est volumineuse, a titre indicatif, nous pouvons citer
les travaux de Margenau et Kestner, 1971; Israelachvili et Tabor, 1973; Israelachvili, 1974.

Les forces de dispersion sont omniprésentes, elles jouent un réle primordial dans
divers phénomenes tels que I'adhésion, la tension superficielle, I'adsorption, le mouillage, les
propriétés des gaz, des liquides et des films, la floculation des particules en milieu liquide,
etc... Les caractéristiques de ces forces sont les suivantes:

1) Forces a longue distance : effectives entre 0,2 nm et plus de10 nm

2) Forces répulsives ou attractives. : elles ne suivent pas une simple loi de puissance. La force
peut étre attractive a grande distance, mais répulsive a courte distance, ol vice versa.

3) Les forces de dispersion tendent a aligner ou & orienter les molécules dans le but de
diminuer leur énergie libre d'interaction. (Israelchvili, 1974).

4) Les interactions de dispersion de deux corps sont affectées par la présence des corps

voisins. Elles sont caractérisés par leur non additivité.
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L'origine des forces de Van der Waals peut étre expliquée de la maniére suivante : un
atome peut posséder un moment dipolaire moyen nul en fonction du temps, mais a l'instant t,
un moment dipolaire fini existe, il résulte des positions instantanées des électrons autour du
noyau. Le moment dipolaire instantané (Ruckenstein et Lesins, 1986; Israelachvili, 1985)
génere un champ électrique qui induit un moment dipolaire dans les atomes neutres voisins.
Les interactions résultantes entre deux dipdles sont des forces attractives instantanées entre les

deux atomes et le temps moyen d'existence de cette force est fini.

IV-4.1. Les forces de Van der Waals entre molécules polaires

Ce sont trots types de forces qui contribuent a l'interaction longue distance entre deux
molécules polaires : force d'orientation, d'induction et de dispersion, (tableau IV-2) ol
chacune d'entre elles a une énergie libre d'interaction, inversement proportionnelle a la
puissance sixiéme (Hamaker, 1937).

La méthode de sommation de Hamaker se fonde sur I'hypothése que les énergies de
Van der Waals entre les atomes peuvent simplement s'additionner. Ainsi, pour deux molécules
polaires, 1'énergie d'interaction devient:

—Cyaw _ ~[Cind + C orient + C isp |

w = = Iv-2
vdw(r) -6 -6 ( )

C : coefficient de force
Pour deux molécules semblables:

2a0 uw*/3kT  300%hv
2+ 2t p)
(47e0)*  (4re0)*  4(47e0)

-C dw
W ydw(r) = g = r3 (Iv-3)
T T
Pour deux molécules différentes :
w02 + u2? o1 . w?uz2? /3kT N 3ao1ctozhviva
__ Cyaw _ (47!80)2 (41:80)2 2(4nso)2(v1 +v2)
Wyvdw(D=——7% = 3
T I

(IV-4)

T R o . .
polarisabilité électronique : 7 u : moment dipolaire permanent ;

TEQ

potentiel d'ionisation : 1 =hv
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Tableau IV-2 Différentes forces de Van der Waals (u : moment dipolaire; k : constante de Boltzmann,
T : Température; € : permittivité du vide; o : Polarisabilité électronique; h : constante de Planck; v : fréquence

orbitale de I'électron)

Type d'interactions Nom Equation (w(r)) Direction
Dipole vrai-vrai Keesom ou - ufuy’ Attraction
les forces existent entre| orientation 3(4meo)’kTr®

molécules  possédant un

moment dipolaire

Dipéle vrai-induit Debye ou -va Attraction
. . . 2_6
les forces existent entre des induction (4 7e0)°r

molécules polaires et non

polaires
Dipole induit-induit London ou molécules semblables :| Attraction
dispersion 3 hve?
4 (472’80)2 ré

molécules différents :
3 aaco hviva
2 (472'80)2r6 (vi+ vy

Voici quelques propriétés liées aux interactions de Van der Waals (vdw) :

(a) dominance des forces de dispersion : elles excédent les forces d'induction et d'orientation

sauf pour les petites molécules trés polaires comme 'eau.

(b) comparaison avec les résultats expérimentaux : bonne concordance entre les résultats de

Cvpw calculés (théoriques) et ceux obtenus par la loi des gaz parfaits.

(c) interaction entre molécules différentes : 1'énergie d'interaction de Van der Waals entre
deux molécules A et B est généralement intermédiaire entre les valeurs de A-A et B-B. Le
coefficient C_ pour A-B est fréquemment proche de la moyenne géométrique de A-A et
B-B. Ce processus permet d'estimer l'interaction de Van der Waals entre différentes
molécules quand les résultats expérimentaux font défant. Ceci n'est pas valable pour les
molécules trés polaires comme l'eau et le méthane qui sont plus liées entre elles qu'aux
autres molécules. C'est en partie la raison de la non-miscibilité des molécules non polaires

dans 'eau. Les composés non polaires (hydrocarbures, composés fluorés, huile, graisse)
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sont dits hydrophobes et leur faible solubilité, ainsi que leur séparation en phases dans

l'eau est appelée effet hydrophobe.

IV-4.2. La théorie générale des forces de Van der Waals entre les molécules

La théorie de dispersion (London) a deux limites : elle considere que les atomes et les
molécules ont un seul potentiel d'ionisation (la fréquence d'adsorption) et elle ne peut traiter
les interactions des molécules dans les solvants. McLachlan (1963 a,b) a présenté une théorie
générale des forces de Van der Waals pouvant €tre utilisée dans un solvant, dans Jaquelle une
seule équation contient les trois forces: induction, dispersion, et orientation :

30102 hvlilvi2
2(47£0)%c8 (vi1+v12)

W(Dn>0 =- (IVv-5)

1V-4.3. Les différents aspects des forces de Van der Waals

IV-4.3.1. Anisotropie des forces de dispersion

Les molécules autres que les spheres ont une polarisabilité anisotrope. Une
conséquence de l'anisotropie est que la force de dispersion entre molécules devient
dépendante de leur orientation mutuelle (Israelachvili, 1972 ; Israelachvili et Tabor, 1973 ;
Israclachvili, 1974). Dans les liquides non polaires, l'effet n'a pas d'importance, alors que dans
les solides et les cristaux liquides, les forces attractives anisotropiques peuvent é&tre un facteur
prépondérant dans la propension des molécules ou de groupes moléculaires vers des

orientations favorables.

1V-4.3.2. Non additivité des forces de Van der Waals
La force d'attraction entre deux molécules est affectée par la présence des molécules
voisines : I'énergie nette d'interaction n'est pas égale a la somme de tous les potentiels des
paires de molécules. En effet, le champ émanant d'une molécule en atteint une autre, soit

directement, soit par réflexion d'autres molécules elles-mémes polarisées par le champ.

IV-4.3.3. Effet retard
Quand deux atomes sont séparés par une distance appréciable, le temps nécessaire mis
par le champ électrique pour passer du premier atome au deuxiéme et vice-versa, devient
comparable a la période de fluctuation du dipSle lui méme. Quand le champ revient a son

premier atome, la direction du dipdle instantané est différente de l'originale et moins favorable
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pour une interaction attractive. Quand la distance de séparation augmente, l'énergie de

dispersion entre deux atomes décroit plus rapidement que -1/r6, elle s'approche de Y quand

r est supérieur a 100 nm., on appelle cela I'effet retard .

IV-4.4. Les forces de Van der Waals entre différentes surfaces

I1V-4.4.1. Corps géométriquement différents : constante de Hamaker

Les forces de Van der Waals jouent un réle fondamental dans les phénoménes
impliquant les forces intermoléculaires, méme si elles ne sont pas aussi puissantes que les
forces coulombiennes et les liaisons hydrogenes. Les interactions & longue distance entre
particules microscopiques et surfaces sont regroupées en trois catégories: Van der Waals,
électrostatiques et stériques. A courte distance, c'est la force d'hydratation qui prévaut.

Les énergies libres d'interactions non retardées des forces Van der Waals entre
particules géométriquement différentes sont calculées selon la méthode de Hamaker
(additivité). Elles sont inversement proportionnelles & la distances de séparation (D) (tableau

IV-3). La constante A de Hamaker (Hamaker, 1937) est donnée par :

A=pCrp, (Iv-6)
4(47[80)2

C : coefficient de la paire atome-atome
r,, I, : nombres d'atomes par unité de volume.

La valeur de la constante de Hamaker est voisine de 10'° J pour des interactions dans
le vide et pour des phases condensées. Les forces de Van der Waals peuvent étre répulsives
quand la constante de Hamaker est négative, c'est ce qui se produit quand la constante

diélectrique du milieu est peu différente entre les corps en interaction.
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Tableau IV-3 Energies libres d'interactions non retardées des forces de Van der Waals entre

particules géométriquement différentes, calculées selon la méthode de Hamaker (additivité).

Types Equation
Deux atomes 1 2 )
‘ . w=-C/r
T
Deux sphéres
—-A RiR:
Ws—
R 6D (Ri1+R>2)
1
R;
p1 P2
Atome-Surface
= -pCr/6D
Sphére surface w =-AR/6D
Deux chaines T
paralléles de <> = 3pCL/8s’r°
molécules L — C

Deux cylindres

AL ( RIR2 )”2
wW= 3

Ri+R2
124/2D2
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1V-4.4.2, Les forces de Van der Waals selon la théorie de Lifshitz (Lw)

Dans le calcul des forces d'attraction, supposées additives selon Hamaker, 1'énergie
totale d'interaction est la somme des énergies d'interaction entre deux molécules. C'est une
approximation, car I'état interne d'une molécule est affecté par la présence des autres
molécules. En outre, les effets retard contribuent a diminuer la constante de Hamaker.
L'approximation d'additivité est éliminée dans la théorie de Lifshitz (Lw), car la structure
atomique est ignorée. Les forces, entre "grand-corps” traités comme un milieu continu, sont
dérivées de leurs propriétés physiques: constantes diélectriques, indices de réfraction. Les
équations présentées dans le paragraphe précédent (tableau IV-3) restent valables; seule la
méthode de calcul des constantes de Hamaker change. (Israelachvili et Tabor, 1973;
Israelachvili, 1974; van Oss et al., 1984; van Oss er al., 1987)

Selon van Oss et al., 1984, dans la théorie de Lw, la constante de Hamaker peut étre

obtenue par simple mesure de la tension superficielle.

IV-5. La théorie de DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek)

L'¢énergie potentielle d'interaction totale est la somme des interactions d'attraction et de
répulsion (Derjaguin et Landau, 1941 ; Verwey et Overbeek, 1948)

VT =Vvdw + VR av-8)
Vvdw : Attraction par la force de Van der Waals VR : Répulsion par la double couche

La théorie DLVO prend en considération les interactions électrostatiques et les

interactions de Van der Waals, mais elle ignore toutes les interactions non électrostatiques.

IV-6. Les interactions hydrophobes (IH)

Selon Ben-Naim (1975), l'interaction hydrophobe est un changement d'énergie libre
associée au processus qui ameéne deux solutés de I'infini & une distance de l'ordre de grandeur
d'un diametre moléculaire. On ne peut décrire les interactions hydrophobes uniquement par les
interactions Van der Waals, car le solvant joue un réle fondamental dans la création d'une
nouvelle force entre molécules du soluté. Selon Israelachvili et Parshley (1982), les
interactions hydrophobes sont supérieures au maximum de la force de dispersion de Van der
Waals (Leong et al., 1996). Cette force décroit exponentiellement avec la distance. Mais selon
Van Oss et al, (1986), les interactions hydrophobes sont le résultat des interactions de
Lifshitz-Van der Waals et des interactions a courte distance (liaisons hydrogéne). Ces mémes
auteurs déclarent que les interactions hydrophobes ne sont pas des liaisons fondamentalement

différentes des interactions de Van der Waals et des liaisons hydrogéne.

77



Chapitre I : Revue bibliographique

En IH, les forces d'interactions sont, avant tout, dépendantes des propriétés du solvant
et non du soluté (Ben Naim, 1980 ; Israclachvili et Pashley, 1982). C'est un phénoméne
principalement entropique (Israelachvili, 1989), dans lequel les liaisons se forment par
réarrangement de configuration des liaisons hydrogéne dans la zone de solvatation quand
deux solutés hydrophobes s'associent. Ces sont des interactions & trés longue distance,
dépendantes de la température. Entre 0 et 50°C, le terme entropique est dominant. A
température élevée, les interactions hydrophobes diminuent, parce que la variation d'entropie
devient négligeable devant la variation d'enthalpie (Nemethy et Scheraga, 1962).

Selon Liu (1991) l'énergie de Helmholtz d'un systéme augmente significativement
quand des particules hydrophobes avec une surface non polaire sont introduites dans l'eau
(AG®-TAS). Comme AG tend vers un minimum, les molécules d'eau vont appliquer une action
répulsive sur les particules en les obligeant a se réunir en agrégats ou 4 passer d'un milieu 4 un
autre. Une structuration apparait.

Yaacobi et Ben-Naim (1974), considérent que 1'énergie libre d'association est constituée des

deux termes:
AG(R1,R2) = UR1,R2) + 8G(R,R2) (Iv-8)

U(R1,R2) : énergie directe d'interaction entre deux solutés en absence de solvant

SGIH(Rl,Rg) : interaction hydrophobe entre les solutés en présence de solvant (eau)
L'énergie des interactions hydrophobes (Upy) & longue distance (4-15 nm) est calculée selon
la formule de Israelachvili et Parshley (1982), l'énergie d'association (U'ny) pour courte
distance (<4 nm) est donnée par:
Urn=kQal e (B/D (IV-9)

a : rayon de particule 1 : Distance
k : parametre dépendant des conditions aux frontiéres des interphases (k = -(0,14 + 0,04) N/m
Q : degré d'hydrophobicité

U'IH = DVu (Iv-10)
u : énergie libre d'association d'un groupement méthyléne, D : Densité de volume moyen, V :

volume de chevauchement.
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IV-7. Conclusion

Les interactions intermoléculaires a longue distance entre une particule et la paroi d'un
pore sont d'une importance capitale dans les études de transport des particules a travers des
milieux poreux. Plusieurs modeles existent (Stamatakis et Tien, 1993 ; Bhattacharjee er al.,
1995 ; Bhattacharjee er al, 1996 ; Bhattacharjee et Sharma, 1997) pour expliquer ces
phénomenes complexes. Dans la séparation membranaire, ces interactions gouvernent le flux
de perméat et la rejection de soluté. En effet, la plupart des modeles prennent en considération
la diffusion des particules au-dessus de la membrane, mais jamais & l'intérieur des pores, a
cause des diverses interactions qui peuvent se présenter. En fait, il est nécessaire de tout
prendre en considération: les types des membranes, leurs caractéristiques, les caractéristiques
des solutés, les conditions hydrodynamiques et la température. A cela, il faut ajouter dans
I'étude qui fait I'objet de ce mémoire, une vision de la partition chromatographique des

triglycérides.
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I- Matiéres premiéres

1-1. MGLA
La matiére grasse du lait anhydre (MGLA) est fournie par 1'Union Beurriére (Vesoul,
France). Elle est fondue a température d'utilisation (45, 60 et 70°C) et utilisée directement,

sans aucun autre traitement.

I-2. Huiles végétales
L'huile d'olive, 'huile de pépins de raisin, I'huile de coprah hydrogénée (VEégétaline ™)

et l'huile de lin sont achetées dans une boutique locale.

I-3. Mélange d’huile
L'huile d'olive, I'huile de pépins de raisin, I'huile de coprah hydrogénée (Végétaline™)
et T'huile de lin sont mélangées en proportion de 25 % (P/P) afin d'obtenir une huile modéle

permettant l'étude et la compréhension des interactions entre les matériaux filtrants et les TGs.

I-4. Triglycérides

Les triglycérides purs proviennent de la Société SIGMA® (pureté : 99 % selon le
fabricant). Ils sont utilisés tels quels. Il s'agit des triglycérides suivants :
tributyroyl- (BuBuBu), tricaproyl- (CoCoCo), tricapryloyl- (CyCyCy), tricaproyl- (CCC),
trilauroyl- (Lalal.a), trimyristoyl- (MMM), 1,2-dilauroyl-3-myristoyl- (Lal.aM), tripalmitoyl-
(PPP), tristéaroyl- (SSS), 1,2-distéaroyl-3-myristoyl- (SSM), 1,3-dipalmitoyl-2-0léyl- (POP),
2,3-0léyl-1-palmitoyl- (POO), 1,2-dipalmitoyl-3-oléyl- (PPO), 1,2-distéaroyl-3-oléyl- (SSO),
trioléyl- (O0QO), trilinoléyl- (LLL) et trilinolényl-glycérol (LnLnLn).

I-5. Solvants
Tous les solvants utilisés pour l'analyse des TGs par CLHP (acétone, acétonitrile,
dichlorométhane) sont de qualité Chromanorm ™ (PROLABO).
L'hexane et le chloroforme utilisés dans 1'imprégnation des supports sont de qualité technique

(PROLABO).
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1-6. Lécithines
Les lécithines pures de soja sont fournies par LABOSIL 1l s'agit d'un mélange de

phospholipides déshuilés.

I-7. Silicone SE 30 (Chromapack™)
Le Silicone SE 30 est composé de 95 & 100 % de méthyl-gomme. L'indice de polarité

en données commerciales est de 5 degrés sur une échelle graduée de O (polarité nulle) a 100

(polarité maximale).

Figure I-1 Formule du silicone SE 30

1-8. Silicone SE 52 (Chromapack™)
Le Silicone SE 52 est compos€ de 5 % de groupements phényl et 95 % de méthyl-

gomme. Il est relativement moins hydrophobe que le Silicone SE 30 avec un indice de polarité

de 8.

H3

95%

5%

Figure I-2 Formule du silicone SE 52
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I1- Filtration des matiéres grasses et huiles
I1-1. Filtration tangentielle

I1-1.1. Micromodaule de filtration tangentielle

La filtration est réalisée sur un systéme plan en acier inoxydable fourni par la société
Millipore (MINITANT™). Les dimensions du micromodule sont de 152 mm x 116 mm x 108
mm. Il est équipé d’une pompe péristaltique a vitesse variable et d’'un manométre en acier
inoxydable gradué de O a 6 bars.

La surface de filtration du module est de 60 cm? 1l peut supporter des températures
relativement élevées (60 & 70°C) et des pressions ne dépassant pas 4 bars. Les membranes
utilisées sont de deux types: une membrane en acier inoxydable 316L fritté et une membrane
"DURAPORE" dite hydrophile (voir paragraphe suivant) utilisée seule ou en couches
superposées.

La filtration est effectuée a vitesse faible (4 cm/s) et pression faible (0,5 bar) ou 2 une
vitesse faible (4 cm/s) et pression plus élevée (0,8 a 1,4 bar). La MGLA est initialement
fondue & la température de filtration dans une étuve qui sert aussi de chambre de filtration. Le
rétentat est recyclé en permanence, tandis que le perméat est récupéré dans un bac séparé. La
filtration de MGLA est arrétée quand les deux tiers de 1a MGLA ont traversé la membrane. La

durée de la filtration varie en fonction des essais, car elle dépend des conditions opératoires

//[embrane
-

telles que la température et 1'évolution du débit.

| & °°. - . © //Rétentat A
Y [ | -si-e— ? m|
e 2o = o - Perméat

Initial

-

Figure II-1 Schéma simplifi€ du micromodule de filtration tangentielle.
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I1-1.2. Membranes

11-1.2.1. Membrane DURAPORE hydrophile
La membrane plane DURAPORE™ (MILLIPORE, Paris, France) est constituée de
fluorure de polyvinylidéne ; elle a une porosité de 0,22 um. Elle est compatible avec un grand
nombre de produits chimiques & l'exception des cétones, des amines et des esters concentrés.
Possédant une grande résistance mécanique et une stabilité thermique élevée, il est cependant

recommandé de l'utiliser & une température inférieure a 80°C.

I1-1.2.2. Membrane métallique

C'est une membrane plane en acier inoxydable 316L fritté et poreux (0,5 um), de 152

mm x 82 mm x 2 mm. Elle est fournie par la Sociét¢ MAAG FRANCE.

11-1.2.3. Membrane métallique modifiée

La membrane métallique peut étre dotée d'un caractére hydrophobe variable en
I'imprégnant avec de la lécithine. La lécithine de soja utilisée est dissoute dans le chloroforme
4 la concentration de 5 %, 10 % et 20 % (P/V), puis la solution est filtrée a travers la
membrane en circuit fermé pendant 5 heures. La membrane métallique modifi€e est séchée
dans un courant d’azote pendant 12 heures. La concentration finale en 1écithine correspondant
aux différentes imprégnations est de 0,18 %, 0,52 % et 0,85 %. Le nettoyage de la membrane
métallique est une opération longue et fastidieuse. On utilise la méthode employée par Bomaz
(1994) répétée plusieurs fois.

La lécithine de soja est composée des AGs rassemblés dans le tableau suivant (tableau

o-1):

Tableau II-1 Composition en acides gras de la lécithine de soja.

Acides gras Pourcentage (moyen) Coefficient de variation (%)
C16:0 20,00 0,73
C18:0 3,70 14,75
C18:1 9,70 4,80
C18:2 58,20 1,76
C18:3 8,45 0,80
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I1-2. Percolation frontale plane

I1-2.1. Module ""Amicon™"

Il s'agit d'un module cylindrique prévu pour l'ultrafiltration, doté d'une membrane
plane de 70 mm de diameétre et d'une capacité de 400 ml. Le module posseéde un support en
plastique fritté supportant la membrane. Il peut supporter une température de 50°C en continu.
Pour les besoins de 1'expérience, on n'utilise ni agitation ni pression, la filtration s'effectue par
simple gravité.

Arrivée d'air
comprimé

<« couvercle

joint
A
: ——T——— membrane
10 cm: support en
A\ plastique fritté
Sortie du
perméat

Figure II-2 Schéma du module d'ultrafiltration Amicon.

Un autre type de module de filtration frontale a été réalisé au laboratoire dans le
but d'augmenter la surface de filtration. On J'appellera module "laboratoire”. Sa longueur est
de 130 mm et son diamétre intérieur est de 100 mm. Le fond du module est percé de trous de
5 mm et le matériau membranaire est pris en sandwich entre deux papiers filtres (Whatman).

Il y a possibilité d'utiliser de I'air comprimé pour augmenter le débit de perméat.

11-2.2. Matériaux filtrants

Les différents matériaux filtrants utilisés sont pulvérulents. Aussi, pour des raisons de
commodité, '€paisseur des couches filtrantes est donnée ici en fonction de leur équivalence
massique. En effet, il est impossible de connaitre avec exactitude 1'épaisseur d'une couche de

poudre compactée, notamment dans un module opaque (module " laboratoire ).
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I1-2.2.1. Oxyde d'aluminjium
La couche filtrante est préparée au laboratoire. La poudre d'oxyde d'aluminium

(Al203) (Merck) est compressée au moyen de la Machine Universelle dEssais INSTRON™

sous une force de 12 kN.m2 pendant 2 heures. Le matériau est utilisé immédiatement aprés
compression en prenant des précautions pour maintenir une surface homogéne, ce qui est
difficile 4 obtenir, en raison de la difficulté d'étalement de la poudre. 1l est trés difficile
d'évaluer la taille des pores de 'oxyde d'aluminium compacté.

L'oxyde daluminium est une poudre blanche, insipide et inodore. Elle est
hygroscopique et constitue un agent desséchant efficace et, bien que trés faiblement soluble
dans l'eau, ce matériau est considéré comme hydrophile. L'oxyde d'aluminium est
négativement chargé au voisinage de la neutralité. Quelques caractéristiques physiques de

l'oxyde d'aluminium sont regroupées dans le tableau suivant (tableau II-3):

Tableau II-2 Quelques caractéristiques physiques de 1'oxyde d'aluminium.

Propriété Valeur
Point de fusion 2040°C
Point d'ébullition 3500°C
Chaleur de fusion 26 kcal/mole
Constante diélectrique 12,3
Densité 3,98 (g/m))

Il s'agit d'un matériau de choix pour la fabrication de membranes filtrantes aprés sa
transformation en ct-alumine. Différentes couches de différentes épaisseurs ont €té préparées
ici. Il ne s'agit en aucune fagon de membranes au sens habituel du terme. Deux " épaisseurs
indicatives" ont été retenues : 5 g et 40 g pour le module d'ultrafiltration "AMICON" et 80 g
pour le module dit " laboratoire”. Chaque couche est préparée trois fois dans les mémes
conditions.

Des essais ont €té réalisé avec de 'oxyde d'aluminium G. Il s'agit d'oxyde d'aluminium
contenant du gypse (CaSO4), permettant dobtenir des surfaces homogeénes. L'oxyde
d'aluminium G est mélangé a l'eau (1/1 : P/P), puis séché pendant 12 heures a la température

de 100°C.
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11-2.2.2. Membrane greffée C18

La membrane greffée C18 (ENVI-Disk ™) comporte des caractéristiques hydrophobes.
Il s'agit d'un support destiné a l'élimination de composés organiques présents dans une phase
aqueuse, il est constitué de fibre de verre imbibée de silices modifiées. La membrane est

foumnie par Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

11-2.2.3. Membrane "DURAPORE" hydrophile
La membrane plane DURAPORE (MILLIPORE, Paris, France), identique a celle
présentée plus haut, est adaptée au module de filtration frontale "laboratoire”. La filtration est

réalisée a la température de 45°C, sans pression, ni agitation.

11-2.2.4. Couche filtrante en acide silicique (Si0,.nH,0)

La couche filtrante d'acide silicique (Si0,.nH,0) foumni par PROLABO est
préparée au laboratoire. Cette couche est compressée dans les mémes conditions que 'oxyde
d'aluminium et utilisée dans les mémes conditions.

L'acide silicique est une poudre blanche, 1€gére, insipide et inodore, considérée comme
hydrophile. Il est négativement chargé autour de la neutralité. Deux couches de deux
épaisseurs différentes ont été préparées : 20 g et 40 g. La filtration frontale sur les couches en
acide silicique est également réalisée & température constante et sous pression variable, entre 0

et 0,8 bars.

I1-2.2.5. Couche filtrante en oxyde de titane (TiO,)

La couche est préparée au laboratoire dans les mémes conditions que
précédemment. L'épaisseur de la couche est de 20 g et 40 g. La filtration est réalisée & diffé-
rentes pressions (0 a 0,1 et 0,8 bars). L'oxyde de titane est thermiquement trés stable et résiste
bien aux attaques chimiques. La densité moyenne est de 4, le point de fusion est de 1855°C et

le point de d'ébullition est de 1847°C.

11-2.2.6. Couche en oxyde de zirconium (ZrQ,)

La couche d'oxyde de zirconium (ZrO,) est préparée au laboratoire dans les mémes
conditions que précédemment. L'oxyde de zirconium se distingue par sa stabilit€ chimique et
thermique. Sa densité est de 5,85, sa température de fusion est de 2710 + 15°C et sa constante
diélectrique est de 12,5. 1l faut noter que le zirconium, le titane et quelques-uns de leurs

composés présentent une analogie marquée. Ceci est dii a leur position dans le tableau
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périodique. En effet, ils sont dans le méme groupe (IVB), mais dans des périodes différentes.

La valence du zirconium et du titane est de 4.

L'épaisseur de la couche est de 80 g, la filtration est réalisée sans pression.

I1-3. Percolation en couche sous pression

La filtration de la matiére grasse et des huiles est réalisée dans une colonne de verre
d'un diametre de 10 mm et de 400 mm de longueur. La colonne est fermée a I'une de ses
extrémités au moyen d'un filtre hydrophile MILLIPORE, caractérisé par un diameétre de pores
de 0,8 mm. Le but de cette filtration forcée est, d'abord d'augmenter la surface d'échange (de
contact) entre les matériaux filtrants et les produits a filtrer, puis d'appliquer la théorie de la
rétention en chromatographie liquide phase inverse pour expliquer la partition des TGs de la
MG. La filtration est réalisée dans une étuve a la température constante de 45°C. La MG
circule a travers la colonne grace a une pompe péristaltique réglée a la vitesse d'aiimentation
de 10 cm/s, ce qui correspond & un débit de sortie de 0,9 ml/min. La quantité de MG
traversant la colonne est de 100 ml. La filtration dure environ 30 minutes et des prélévements

d’éluat sont effectués toutes les 5 minutes.

Alimentation

[N ’

Pompe

<« MG

< Support

)N R

€3 « Filtre Millipore
Eluat

Figure II-3 Filtration de matiére grasse en colonne sous pression.

11-3.1. Supports

I1-3.1.1. Microbilles de verre
Deux lots de microbilles de verre sont utilisés. Le premier est constitué de microbilles
d'un diamétre de 150 & 212 pm. Le second lot est composé de microbilles d'un diamétre de
212 2 300 um La quantité utilisée est de 30 g dans les deux cas, ce qui correspond & 30 cm de

hauteur dans la colonne. Les caractéristiques des ces microbilles sont les suivantes :
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Propriétés Valeur Valeur
Diamétre (um) 150-212 212-300
Diamétre moyen (1um) 181 256
masse volumique (g/ml) 2,63 2,37
Surface moyenne (mz) 1,03 x 107 2,06 x 107
Volume moyen (m*) 3,1x10" 8.80x 10"
nombre total de microbilles 4x10° 1,5% 10°
Surface totale de contact (mz) 0,4 0,3
Volume mort (m®) 1,2x 107 2,1x 107

I1-3.1.2. Microbilles de verre imprégnées de silicone SE 30

Les microbilles de verre sont imprégnées de silicone SE 30 (densité 1,016 = 0,8 %) a
raison de 0,1 %, 1 %, 3 %, 5 % et 10 %. Ceci dans le but d'étudier 'effet de I'augmentation de
I'hydrophobicité du support sur la partition des TGs. L'imprégnation des microbilles est
réalisée selon le protocole suivant :

— préparation d'une solution de silicone SE 30 dans l'hexane. On choisit la

concentration en fonction du poids de microbilles.

— solubilisation du silicone SE 30 dans 1'hexane par agitation pendant 3 heures dans

un récipient hermétiquement fermé afin d'éviter I'évaporation de I'hexane.

— ajout des microbilles et agitation pendant 3 heures dans le méme récipient.

— évaporation de I'hexane a ]'air libre sous hotte, & température ambiante pendant 12

heures.

— les microbilles de verre ne sont pas récupérées aprés utilisation.

Les caractéristiques des microbilles de verre imprégnées 4 1 %, 5 % et 10 % de SE 30

sont les suivantes : (Pour des raisons pratiques, nous n’avons utilisé qu’un seul lot de billes)

Propriétés 1%SE30 | 5% SE30 | 10 % SE 30
Diamétre des microbilles nues (um) 150-212 150-212 150-212
Diameétre moyen apres imprégnation (um) 213 216 218
masse volumique (g/ml) 2,30 2,29 2,29
Surface moyenne (m?) 143x107 | 1,46x107 | 149x 107
Volume moyen (m’) 505x10™ | 53x10" | 54x10"
nombre total de microbilles 2.6x 10° 2.5x 10° 24 x10°
Surface totale de contact (mz) 0,37 0,37 0,36
Volume mort (m”) 132x10° | 135x10° | 1,35x 10°
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11-3.1.3. Microbilles de verre imprégnées de silicone SE 52

L'imprégnation des microbilles est réalisée de la méme facon que pour le silicone SE

30.
Les caractéristiques de microbilles de verre imprégnées sont les suivantes :
Propriétés 1%SES52| 5%SES2 | 10 % SE 52

Diamétre des microbilles nues (um) 150-212 150-212 150-212
Diamétre moyen aprés imprégnation (um) 213, 216 218
masse volumique (g/ml) 2,22 2,28 2.28

Surface moyenne (m>) 143x107 | 1,46x 107 | 1,49x 10’

Volume moyen (m>) 5,05 x10% | 5,3 x10™ 5,4 x10™"

nombre total de microbilles 2,6 x 10° 2,5 x 10° 2,44 x 10°
Surface totale de contact (mz) 0,38 0,36 0,36

Volume mort (m’) 135x10° | 130x10° | 125x10°

11-4. Percolation sur couche en écoulement libre

Une colonne est remplie avec différents types de supports et sur différentes hauteurs :
5¢g,10g, 15 get 20 g. On récupere les premiéres gouttes de perméat sortant de la colonne. La
quantit€ de MG initiale utilisée est de 15 ml, la récupération porte seulement sur 1 ml de

perméat (premiéres gouttes).
=

4MG

<« Support
€3 « Filtre Millipore

Eluat

Figure II-4 Filtration sur couche en écoulement libre

I1-4.1. Supports

I1-4.1.1. Microbilles de verre

Comme précédemment, on utilise les mémes microbilles de verre. Celles-ci sont

utilisées sur différentes hauteurs de colonne (5 g, 10 g, 15 g et 20 g) ce qui correspond 2 4,5
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cm, 9,1 cm, 15 cm, et 19 cm. Les microbilles de verre sont utilisées nues et imprégnées de

silicone SE 30 et SE 52 a différentes concentrations (1 %, 3 % et 5 %).

11-5. Adsorption de MGLA sur différents supports
Une colonne de verre de 400 mm x 10 mm est remplie avec différents supports. Elle
est fermée par un tampon de laine de verre. Le but de cette opération est d'étudier les TGs
restant adsorbés a la surface du support. On utilise a cet effet une pompe 2 vide qui va aspirer
la quasi-totalité¢ de ta MG présente dans la colonne, pendant une durée de 40 minutes. Les
supports sont récupérés, pesés, puis dilués dans le dichlorométhane afin de solubiliser la MG
restant adsorbée sur les différents supports en vue d'étudier les TGs par CLHP. La quantité

initiale de MGLA ajoutée au sommet de la colonne est de 5 ml.

<« MG

- Support

@ Eluat

Pompe

Figure II-5 Principe de l'aspiration de la MGLA sur colonne.

I1-5.1. Supports

I1-5.1.1. Microbilles de verre
Les microbilles de verre sont utilisées sur une longueur d'environ 10 cm (soit 10 g),
sans imprégnation de silicone. Dans une deuxiéme série de mesures, les microbilles de 150 &

212 pm sont imprégnées de silicone SE 30 a différentes concentrations (1 %, 3 %, et 5 %).

I1-5.1.2. Autres supports hydrophiles
Pour I'étude de 1'adsorption de la MG sur différents supports, nous avons utilisé
I'oxyde d'aluminium, l'oxyde de zirconium, l'oxyde de titane et le gel de silice (Kieselgel 40,
Merck) caractérisé par une taille de particules de 0,063 4 0,220 um. Le remplissage de la
colonne est toujours réalisé de la méme maniére. Le poids de la colonne est vérifi€ a différents

stades du processus : colonne vide, remplie de microbilles, remplie de MG, pendant
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l'aspiration et au terme du processus. Chaque support est préparé en trois exemplaires, la

moyenrte de ces trois supports figure dans la partie Résultats et Discussion.

I1-6. Adsorption des TGs standards sur différents supports

Un mélange de TGs standards est préparé et filtré sur différents milieux filtrants dans
le but de simplifier la compréhension de la rétention des TGs par une membrane, de
comprendre les différentes interactions entre les TGs eux-mémes et la membrane, ainsi que
pour comprendre le role de linsaturation et linfluence de la longueur des chaines
triglycéridiques.

Le mélange de TGs est composé de PPP (34 %), MMM (34,7 %), OO0 (16 %), CCC
(6,2 %), LLL (4,1 %), LaLala (2 %) et CyCyCy (3 %). Ce mélange est réalis¢ a la
température de 60°C en raison du point de fusion élevé de certains TGs saturés et pour
permettre un bon mélange entre les différents TGs. La percolation s'effectue dans une mini-
colonne remplie des différents matériaux filtrants : microbilles de verre (150-212 pm),
microbilles de verre (150-212 pm) imprégnées a 1 %, 3 % et 5 % de silicone SE 30, oxyde
d'aluminium et gel de silice (Kieselgel 40). La quantité de matériau filtrant est toujours la
méme (2 g). La percolation est réalisée a température constante (60°C). Les matériaux filtrants
sont récupérés, pesés, puis dilués dans le dichlorométhane dans le but d'identifier les TGs

restant adsorbés.
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III- Caractérisation de la MGLA et des ses fractions

La caractérisation de la MGLA et des ses fractions et trés importante pour apprécier

l'efficacité de la partition et pour comprendre les différentes interactions possibles entre les

TGs et le matériau filtrant.

II1-1. Calorimétrie différentielle

L'analyse thermique différentielle (ATD ou Differential Scanning Calorimetry, DSC)
est une méthode utilisée, d'une part pour mesurer les caractéristiques d'échauffement d'un
corps sans changement d'état, d'autre part pour déterminer qualitativement et quantitativement
les variations d'énergie liées & un changement d'état de ce corps. Le principe de
fonctionnement de la DSC consiste & mesurer une différence de flux thermique entre le
produit & analyser et un matériau de référence, en soumettant un échantillon a une variation de
température & vitesse constante. Cette différence de flux se traduit par un pic endothermique
ou exothermique lors des changements d’état.

Nous utilisons ici un DSC4-Perkin Elmer (Norwalk, USA). L'étalonnage de l'appareil
est effectué sur un échantillon d'indium dont Ia température et l'enthalpie de fusion sont
parfaitement connues (Tf : 166,6°C et AH : 68 mcal/g).

L'échantillon (10,0 mg environ exactement) de MGLA est introduit dans une capsule
en aluminium, celle-ci est hermétiquement sertie. La capsule échantillon et sa référence sont
portées a 70°C pendant 5 minutes afin de détruire toute forme de cristallisation pouvant agir
sur le comportement thermique de la MGLA (méthode de Deroanne, 1977). Cette opération
est suivie d'un refroidissement rapide a -40°C. Aprés maintien i cette température pendant 5
minutes , on procéde au chauffage avec un gradient de 16°C/min, jusqu'a la température de
60°C.

La teneur en matiere grasse solide (Solid Fat Content, SFC) est déterminée i la
température de 20°C en utilisant la formule proposée par Deroanne (1977) :

AH1/ AHa
AH1/AHo + AH2/ AHB

SFC =100 - 100 *

AH1 : Enthalpie de fusion des TGs & bas points de fusion (mcal/mg)
AH?2 : Enthalpie de fusion des TGs 2 hauts points de fusion (mcal/mg)
AHo : 16,7 (mcal/mg)

AHP : 20,3 (mcal/mg)
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II1-2. Analyse des acides gras

L'analyse des acides gras a été effectuée par chromatographie en phase gazeuse des
esters méthyliques.

L'appareil utilisé est un chromatographe GIRDEL 30 équipé d'un détecteur a ionisation
de flamme et d'un intégrateur électronique. II est équipé d'une colonne en acier remplie (4 m
de longueur x 3 mm de diamétre) gamie de Carbowax™ 20 M. La chromatographie est
réalisée en isotherme & 200°C. Le gaz vecteur est l'azote, sous une pression de 0,6 bar.

Les esters méthyliques sont préparés selon la méthode de Utrilla er al. (1976) : la
matiere grasse (1 g) est initialement dissoute dans 1'éther de pétrole (9 ml) et on ajoute 0,5 ml
d'une solution de potasse méthanolique 2 N. On injecte 0,5 pl de cet échantillon aprés un

temps de repos de 3 heures.

I11-3. Analyse des TGs

L'analyse des TGs de la MGLA est difficile en raison de la complexité de sa
composition. De plus, un grand nombre de TGs ont une température de fusion élevée et les
solvants dotés d'une bonne capacité de résolution chromatographique sont souvent de mauvais
solvants pour les TGs.

Les premiers travaux portant sur l'analyse des TGs par chromatographie liquide haute
performance (CLHP) ont été effectués par Pei er al. (1975). Depuis, de grands progrés dans
l'analyse des TGs par CLHP phase inverse ont été réalisés. La CLHP phase inverse sépare les
TGs en fonction du nombre de carbones (nc) et du nombre total de doubles liajsons (ND)
présentes dans les molécules (El-Hamdy et Perkins, 1981 ; Perrin et Naudet, 1983 ; Barron er
al., 1987). Si le ND augmente, le temps de rétention diminue, par contre, si le nc augmente le
temps de rétention augmente. En effet les TGs contenant des groupements alkyles saturés (El-
Hamdy et Perkins, 1981) ont tendance a circuler plus lentement par rapport aux TGs insaturés,

ceci en raison de leur affinité avec la phase stationnaire et la phase mobile.

II1-3.1. Détection des TGs
Il existe plusieurs types de détecteurs pour l'analyse des TGs en CLHP (Wojtusik er
al., 1989). Les détecteurs UV ne sont pas fréquemment utilisés (Aiztemiiller, 1984,
Aiztemiiller et Groinheim, 1992). En effet, les triglycérides possédent seulement un faible
chromophore (fonction ester) absorbant uniquement dans I'ultra-violet lointain (180-200 nm),
or la plupart des solvants utilisés en chromatographie des TGs absorbent fortement dans cette
région. Un autre détecteur treés efficace dans l'analyse des TGs des huiles et des MG est le

réfractométre différentiel (indice de réfraction, RI). Couramment utilisé, il est compatible avec
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tous les solvants, sa sensibilité dépend de la différence entre l'indice de réfraction des solutés
et des solvants. Malheureusement, le Rl est trés sensible & la variation de température, aux
fluctuations de pression et & la phase mobile, d'ou I'impossibilité de travailler en gradient
d'élution (Herslof er al., 1979 ; Goiffon er al., 19811, I ; Jensen, 1981 ; Deffense, 1984). Sa
sensibilité est par ailleurs relativement faible. Le troisiéme type de détecteur utilisé est le
Détecteur 2 Diffusion de Lumiére (DDL). Considéré comme un détecteur universel par
plusieurs auteurs (Stolyhwo er al., 1983 ; Stolyhwo et al., 1984 ; Mourey et Oppenheimer,
1984 ; Christie, 1985 ; Christie er al, 1985 ; Macrae, 1987 ; Lafosse er al., 1987 ;
Aizetmiiller, 1990 ; Aizetmiiller et Groinheim, 1992), le DDL peut étre utilis€ avec tous les
types de solvants et sous gradient d'élution. Nous détaillerons ici le principe de la détection
par diffusion de lumiére, du fait de son utilisation au cours de ce travail.

Le principe de la détection par diffusion de la lumiére (DDL) est le suivant : l'effluent
sortant de la colonne est nébulisé dans un courant gazeux qui permet 1'évaporation du solvant
et Jaisse les composés non volatils sous forme d'aérosols dont la taille des goutellettes dépend
de leur concentration (Chalersworth, 1978). Le soluté passe a travers un faisceau lumineux et
la lumiére diffusée sous un angle de 120 degrés est détectée par une photodiode. La quantité
de lumiére diffusée est fonction du débit de solvant, du gaz vecteur et de la température de
détection, ainsi que de la taille des particules des solutés qui dépend de leur concentration
initiale. L'augmentation de la concentration de 1'échantillon augmente la taille des particules et
non pas leur nombre (Stolyhwo et al., 1984). La réponse du DDL est exponentielle, I'exposant
est fonction de la taille moyenne des particules, c'est-a-dire des caractéristiques du
nébulisateur. En effet, 1a réponse (A) du DDL est proportionnelle 2 la quantité (m) injectée, a
la puissance x (A = am”). L'exposant x est relié a la température et 4 la pression du détecteur.

Mais on peut considérer que la réponse du détecteur est linéaire dans un domaine
limité. Le DDL n'est pas un véritable détecteur de masse, mais il a plusieurs avantages:
augmentation de la sensibilité, élimination des pics de solvant, meilleure stabilité de la ligne
de base, compatibilité avec le gradient d'élution et facilité d'utilisation. Ruiz-Sala ez al., (1996)
ainsi que nous méme (El Ama er al., 1997) ont utilisé la méthode des pourcentages de surface

des pics pour quantifier les TGs présents.

I11-3.2. Identification des TGs
L'identification de TGs est difficile & cause de l'absence de TGs mixtes standards
utilisables comme témoins. Il existe cependant plusieurs méthodes d'identification des TGs :
- Le nombre de partition (NP) : il est défini comme é&tant le nombre de carbones (NC) du TG

diminué de deux fois le nombre de doubles liaisons (ND).
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NP =NC-2ND
Deux triglycérides différents peuvent posséder le méme NP, on les appelle des paires
critiques (El-Hamdy et Perkins, 1981). L'€élution dans l'ordre croissant des NP est la régle
générale, mais il existe des formules plus complexes et qui définissent en détail 'ordre de
sortie des TGs.

— Le nombre théorique de carbones (TCN) : il est défini par El-Hamdy et Perkins (1981). Le
TCN est calculé a partir de la relation linéaire log K' = f (NC) existant pour les
triglycérides saturés.

3
TCN=NP - L Ui
O Ui est un facteur expérimental pour chacun des alcides gras constituant le triglycérides.
Ui =0 pour les acides gras saturés
Ui =0,6-0,65 pour l'acide oléique
Ui =0,7-0,8 pour l'acide linol€ique
Ui =0,2 pour I'acide linolénique
Le facteur Ui change en fonction de la phase mobile. Ceci montre les limites de la
notion de TCN qui n'est applicable que dans des conditions bien définies et doit étre
redéterminée a chacun des changement de phase mobile.

- Le nombre de carbones équivalent (ECN) : il s'agit du nombre de carbones d'un triglycéride
insaturé hypothétique qui serait élué avec le méme temps de rétention que le triglycéride
saturé (Podlaha et Toregard, 1982, 1989). Les auteurs ont montré qu'une relation linéaire
entre le nc et le ECN pour des triglycérides possédant le méme degré d'insaturation existe.
On obtient des droites paralléles en fonction de leur insaturation.

- La regle de Goiffon (1981) : il existe une relation linéaire entre le logarithme de la sélectivité
du triglycéride (par rapport a la trioléine OOO) et le nombre de doubles liaisons. En effet
chaque acide gras a une action spécifique sur la sélectivité, ces actions sont additives. La
sélectivité d'un triglycéride mixte ABC a partir des rétentions des triglycérides homogénes

AAA, BBB, CCC est la suivante :
, 1 , 1 . 1 ,
log K'apc = 3 log K'aaa + 3 log K'ps + 3 log K'cec
—Pour [l'identification des TGs de la MGLA dans laquelle chaque pic dans le

chromatogramme correspond 2 plusieurs TGs, le profil HPLC des TGs est généralement

caractérisé par une série de quatre pics (Frede et Thiele, 1987) en fonction des ECN.
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L'ordre d'élution des TGs est le suivant : tri-insaturés, di-insaturés, mono-insaturés et
saturés.
- Couplage de la CLHP-phase inverse et la CPG pour identifier les différents pics de TGs.
(Maniongui er al., 1991, Gresti er al., 1993, Ruiz-Sala er al., 1996)
- Utilisation de la méthode de distribution au hasard (aléatoire) des acides gras sur le glycérol
(Barron er al., 1987; Bomaz et al., 1992)
%TG aaa=Ax Ax Ax 104
%TG asb=Ax AxBx3x 104
%TGabc=AxBxCx6x 104
A, B, C sont les pourcentages molaires des AGs a, b, c.
Dans cette étude, nous nous utiliserons trois modes d'identification des TGs de la MG.
Le NP = nc - 2ND a été utilisé pour identifier et caractériser chaque classe de TGs. Le log K'
en fonction du nc a été tracé pour des triglycérides saturés standards.
le TCN = nc - fi ND, permet l'identification des pics individuels dans chaque classe.
Dans nos conditions expérimentales, nous avons trouvé fi O = 2,45, fi L = 2,27, fi Ln = 2,08.
La régle de Frede et Thiele (1987) est aussi utilisée pour caractériser le degré d'insaturation.
Connaissant la composition totale des AGs de la MG, la quantité des TGs présents a été
déterminée théoriquement par le calcul de distribution au hasard, méme si la composition de
la MGLA ne suit pas les lois de distribution au hasard. Seuls les pics présentant une aire >
0,1% sont pris en considération, ainsi que ceux qui sont élués avant le terme de 60 minutes.
Le facteur de capacité K' qui caractérise la rétention chromatographique a été calculé
pour identifier les TGs.
La mesure du facteur de capacité exige une connaissance du volume mort de la
colonne. 1l existe diverses méthodes permettant cette détermination :
1- Injection de molécules de solvant deutérées
2- Injection de solutions salines
3- La linéarisation de log K' = f (nc) pour des séries homologues.
4- La méthode des pesées (utilisée par Thevenon, 1985 et Héron, 1991)
La méthode consiste a peser la colonne équilibrée successivement avec des solvants de
masse volumique trés différentes (CCl4 et méthanol). Aprés chaque équilibrage on obtient:
m] =mj col+p1Vo
m2 =m) col +p2 Vg
Vo= T-y
P1-P1
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ol mi est la masse du premier solvant, m2 la masse du second solvant, mcol la masse de la
phase stationnaire et des tubulaires, p1 la masse volumique du premier solvant et p2 la masse
volumique du second solvant. Nous avons utilisé le méthode des pesées pour déterminer le
volume mort total (volume mort colonne + volume mort extra colonne). Le volume mort est

de 1,86 ml et peut étre exprimé en unités de temps soit, 2,33 minutes.

ITI-3.3. Appareillage

Une chaine HPLC (Waters S.A., Saint Quentin en Yvelines, France) est utilisée.
L'appareil est composé de deux pompes (Waters 510, pompes HPLC), un distributeur
automatique d'échantillons (Waters ™ 717 plus autosampler) thermostaté a 32 °C, un systéme
de thermostatisation de la colonne (Waters Température Control Module) maintenu a 32°C.
Le traitement des résultats est effectué par le logiciel MILLENIUM™ 2101 (Waters S.A.,
Saint Quentin en Yvelines, France). Deux colonnes Nova-Pak C18, 4 um, 150 x 3,9 mm sont
connectées en série. Le détecteur est un DDL (Sedex 55, SEDERE, Alfortville, France). La
température d'évaporation est réglée a 38°C et la pression d'arrivée du gaz (air comprimé) est
de 2,5 bar. L'air comprimé est filtré avant l'arrivée dans le nébulisateur. Le détecteur est

nettoyé aprés l'analyse de 50 échantillons.

1I1-3.3.1. Solvants

L'analyse des TGs est effectuée en isotropique d'élution. Les solvants utilisés sont de
qualité CLHP. Avant chaque utilisation, les solvants sont filtrés sur filtres Watermann pour
solvant organique et dégazés a I'hélium. Pour les analyses de la MGLA, les proportions
d'acétonitrile (ACN) et d'acétone (ACE) sont de 41,25/58,75 % (v/v) et pour les autres huiles,
les proportions ACN/ACE sont de 47/53 % (v/v).

III-3.3.2. Protocole opératoire
L'échantillon est dissous 2 la concentration de 4 % (p/v) dans du dichlorométhane. Les
TGs standards sont également dilués & 1 % (p/v) dans le dichlorométhane. Dans les deux cas,
10 pl sont auto-injectés pour l'analyse. Le débit de la phase mobile est de 0,8 ml/min. La
température du systéme est de 32°C et le temps délution est fixé & une heure. Chaque
échantillon est injecté deux fois. Les colonnes sont équilibrées pendant 15 minutes entre

chaque injection.
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I11-3.4. Reproductibilité de La CLHP :

La répétabilité de l'analyse en CLHP a été déterminée en injectant 6 fois différents
échantillons d'une méme huile. Sauf exception, le coefficient de variation (CV %) en % de
l'aire du pic est toujours inférieur a 5 %. Il augmente quand la concentration de chaque
composé diminue, méme si d'autres facteurs tels que la stabilité de la ligne de base, les
chevauchement de pics, etc... sont susceptibles d'affecter le coefficient de variation.

Le coefficient de variation du temps de rétention a également été calculé pour un

mélange d’huile, il est inférieur a 1%. Les tableaux ci-dessous sont tirés de 'article de El Ama

etal., (1997)

Tableau ITI-1 Calcul du coefficient de variation en % d'aire des pics en CLHP pour un

mélange d’huile. (C.V%, coefficient de variation)

N° pic % aire C.V% N° pic % aire C.V%
1 0,66 3,076 15 0,33 1,749
2 4,02 2,921 16 0,34 1,786
3 5,26 0,000 17 1,00 1,506
4 9,77 2,452 18 7,28 2,068
5 5,42 2,307 19 4,84 2,271
6 3,63 3,070 20 0,49 2,147
7 3,29 1,315 21 0,29 1,431
8 0,7 3,018 22 322 3,226
9 0,63 5,795 23 3,14 1,872
10 3,35 1,563 24 0,13 1,954
11 0,99 0,956 25 13,35 1,386
12 1,92 1,174 26 5,26 4,076
13 19,32 2,080 27 0.48 4,277
14 0,79 1,256
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Tableau II-2 Calcul du coefficient de variation pour le temps de rétention (Tr) en CLHP pour

un mélange d’huile. (C.V%, coefficient de variation)

N° pics Tr (min) C.V% N° pics Tr (min) CV%
1 6,417 0,257 15 21,233 0,212
2 7,617 0,121 16 21,383 0,706
3 9,267 0,107 17 23,617 0,119
4 10,100 0,100 18 24,950 0,146
5 11,333 0,163 19 26,383 0,178
6 12,367 0,087 20 26,95 0,221
7 14,267 0,206 21 30,883 0,064
8 14,500 0,133 22 33,100 0,105
9 15,367 0,799 23 34,750 0,028
10 15,833 0,060 24 40,633 0,063
11 16,600 0,220 25 43,617 0,173
12 18,217 0,153 26 46,783 0,273
13 19,000 0,140 27 62,683 0,223
14 19,7 0,134

Tableau III-3 Coefficient de variation (C.V%) pour l'aire des pics des TGs de la MGLA (C.V%

coefficient de variation)

Nepic % aire  C.V% N°pic % aire CV% N°pic % aire CV%

1 0,17 3,33 14 2,21 1,36 27 1,89 1,33
2 0,55 1,06 15 4,54 0,83 28 0,45 1,27
3 0,54 4,90 16 4,90 0,85 29 2,16 1,49
4 0,87 5,26 17 3,60 0,42 30 3,70 1,87
5 2,35 0,88 18 1,92 2,08 31 1,73 0,66
6 2,00 3,40 19 2,88 0,53 32 0,78 0,74
7 2,28 3,34 20 0,86 0,67 33 3,37 1,49
8 6,16 0,67 21 0,93 1,08 34 4,04 1,00
9 6.18 141 22 2,21 0,82 35 1,06 2,38
10 1,20 4,18 23 2,37 2,54 36 0,09 11,11
11 5,10 0,56 24 0,34 2,94 37 0,46 2,49
12 10,99 1,78 25 1,02 2,05 38 1,44 1,60
13 9,67 1,9708 26 2,48 0,41 39 0,55 1,04
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I11-4. Calcul de I’indice de non-polarité
Nous avons utilisé la définition de I'indice de non-polarité donnée par Van der Waal

(1985) pour le calcul de la polarité des triglycérides :

Nombre de carbones x Poids moléculaire

INP = Nombre de carboxyles x100

Cet indice a été utilisé pour classer les esters des matiéres premiéres selon leur
polarité, ou mieux encore selon leur non polarité. Plus I'indice de non-polarité est grand, plus
l'affinité pour une surface métallique est faible. Cependant, cet indice ne prend pas en
considération le degré d'insaturation des molécules, alors que celui-ci joue un rdle trés
important dans la caractérisation de I'hydrophobicité. Nous nous proposons d'améliorer cet
indice en prenant en considération les doubles liaisons. Nous I’appellerons de l'indice
d'’hydrophobicité apparente (HA)

3 Nombre de carbones x Poids moléculaire
~ (Nombre de carboxyles +3 x doubles liaisons) x100

I11-5. Calcul du volume et de 1'énergie des différentes molécules de TGs

Pour mieux comprendre l'hydrophobicité des différents TGs, nous avons décidé
d'étudier leur volume et les arrangements des trois chaines d'acides gras dans l'espace, en
fonction de leur longueur et du nombre de doubles liaisons, ainsi que leur énergie potentielle.
Nous avons utilisé les logiciels Hyper Chem, et ChemplusTM (Hypercube INC., Waterloo,
Canada). Ces logiciels permettent, en plus de la construction et de la visualisation de
molécules ou de systemes moléculaires, de réaliser des simulations moléculaires en fonction
du temps et en fonction de la température, de rechercher une configuration stable et

d'optimiser les molécules pour le minimum d'énergie.

II1-5.1. Calcul de I'énergie
On utilise une méthode de mécanique moléculaire qui calcule 1'énergie potentielle des
systtmes moléculaires selon une fonction des coordonnées des atomes, en négligeant le
traitement des électrons. Cette méthode utilise des données empiriques pour déterminer les
constantes de force individuelles (par exemple, les constantes d'étirement des liaisons) et les
données géométriques (longueur des liaisons,...). Hyper Chem peut utiliser quatre méthodes
différentes : MM+, AMBER, BIO+ et OPLS, La méthode MM+ est la plus générale et la plus

développée pour les molécules organiques. C'est cette derniére que nous avons utiliser.
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Hyper Chem permet de calculer le minimum d'énergie d'un systéme et de le visualiser
selon l'algorithme Polak-Ribiere. II consiste a minimiser le gradient de I'énergie totale par
rapport aux coordonnées des atomes du systeme moléculaire. La valeur du gradient, pour

laquelle la structure est considérée comme minimisée, est égale & 0,01 kcal / mole A°®,

II1-5.2. Calcul du volume des molécules optimisées
Aprés optimisation des molécules de TGs, nous avons calculé le rayon de gyration de
la molécule de TG. En effet, la molécule optimisée peut étre placée dans un parallélépipéde
théorique généré par le logiciel et dont on connait les dimensions. Le volume d'un TG est

assimilé in fine au volume d'une sphére.
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IV- Mesure des angles de contact
Lorsqu'un liquide est en contact avec une surface solide, on observe deux
comportements :
- Etalement du liquide sur la surface sous forme de film. L'affinité entre liquide et solide est
alors forte et la surface de contact liquide solide est importante. Ceci représente la
mouillabilité d'une surface.(Israelchivili, 1992 ; Van Oss, 1988, 1993)

- formatjon de gouttes, si l'affinité est faible et la surface de contact est faible également.

A Vapeur

¢ Liquide

Solide

Figure IV-1 Schéma de l'angle de contact (6)

L'angle de contact 6 est 1'angle que fait l'interface fluide avec la surface solide. Si 0 =
0°, le liquide mouille complétement la surface solide. Pour 6 = 180°, la goutte de liquide
devient sphérique et le liquide n'est pas du tout mouillant. Pour 8 = 90°, le liquide est
partiellement mouillant.

Les mesures expérimentales de l'angle de contact sont réalisées seulement sur des
lames de verre, en effet, plusieurs essais ont montré 1'impossibilité de faire cette mesure sur
les microbilles de verre (150-212um). Nous avons utilisé des lames de microscope de verre de
2,6 cm de longueur, de 7,6 cm de largeur et 0,1 cm d'épaisseur. Les lames de verre sont
nettoyées a l'acétone avant utilisation puis elles sont rincées a 1'eau distillée ; on les trempe
ensuite dans I'hexane pendant 20 minutes, on rince a l'eau distillée, on lave avec un détergent
ménager, puis on rince a 1'eau distillée et 'on séche & 100°C pendant 14 heures. Les lames de
verre propres sont, soit utilisées directement pour faire les mesures, soit trempées dans une
solution contenant du silicone SE 30 ou du silicone SE 52 en vue de réaliser une surface plus
ou moins hydrophobe. Apres trempage les lames sont séchées a température ambiante. Les
différents pourcentages de silicone SE 30 ou SE 52 déposés a la surface du verre sont les
suivants: SE 30 (0,11 %, 0,12 %, 0,16 %, 0,5 %, 1 %, 14%, 1,8%, 2,4 % 3,24 %, 3,6 %) ; SE
52 (0,05 %, 0,11 %, 0,28 %, 0,39 %, 0,809 %, 2,66 %, 2,8 %, 3 %, 4 %).

Pour les mesures de I'angle de contact, une goutte (10ul) d'huile d'olive est déposée sur
la surface du verre a la température ambiante. Une caméra Neosis CCD (Nikkor, Nikon,

Japon) est utilisée pour la prise et l'enregistrement des images, Celles-ci sont analysés au

102



Chapitre II : Matériels et Méthodes

moyen du logiciel Visilog™, qui permet de les digitaliser. L'image est sauvegardée, puis
traitée grace a un logiciel Fortran (anonyme) écrit spécialement pour calculer la valeur de

I'angle de contact.
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Chapitre III : Résultats et discussion

I- Composition de ]a MGLA

L'analyse de la composition chimique de la MGLA par CLHP en phases inversées
couplée a un détecteur a diffusion de la lumiere a permis d'identifier plusieurs pics (39)
(tableau I-2). Ces pics sont séparés en fonction de leur nombre de cérbones et de leur nombre
de doubles liaisons (voir matériels et méthodes). Les chromatogrammes de la MGLA
obtenues via l'utilisation d'un détecteur DDL sont comparables a ceux obtenus par détecteur a
infrarouge, ou indice de réfraction, (Frede et Thiele, 1987; Bomaz er al.,, 1992, Gresti e al.,
1993). Les TGs caractérisés par un méme nombre de partition (NP), sont séparés en 4 pics de

CLHP, correspondant aux classes triglycéridiques présentées dans l'ordre croissant d'élution:

poly-insaturés, di-insaturés, mono-insaturés, et saturés.
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Figure I-1 Chromatogramme des Triglycérides de 12 MGLA par CLHP

Les especes moléculaires des TGs, a l'intérieur de chaque pic, ont été identifiées en
utilisant la distribution au hasard des AGs sur le glycérol (tableau I-1), ce qui, selon Gresti er
al., (1992), ne reflete pas la réalité. Toutefois, dans la présente étude, la répartition au hasard
fournit les informations nécessaires pour la prédiction des especes moléculaires dans des
mélanges de TGs aussi complexes que la MGLA. Le chromatogramme a été classifié
visuellement en 9 "quartets” et chaque classe de TGs est caractérisée par différents NP (Frede

et Thiele, 1987).
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Certaines espéces moléculaires des TGs (en particulier contenant l'acide linolénique
(Ln) ne sont pas retrouvées par des auteurs comme Gresti er al., 1993, Spanos er al., 1995,
Ruiz-Sala, er al,. 1996. En effet, en appliquant la régle de Frede et Thiele on peut noter que le
quatriéme pic d'un quartet ne contient pas que des TGs polyinsaturés, alors qu'ils sont
considérés comme tels: en calculant les pourcentages des TGs tels que LnLnLn, LLL, LLLn,

etc..., on les trouve inférieurs a 0,01%.

Tableau I-1 Composition de la MGLA en AGs par CPG. (PM : poids moléculaire, NC :

nombre de carbone, ND : nombre de double liaisons)

AGs NC ND PM %
Bu 1 0 88 1,53
Co 6 0 116 0,20
Cy 8 0 144 1,60
C 10 0 172 4,11
La 2 0 200 511
M 14 0 228 15,34
P 16 0 256 40,00
s 18 0 284 9.90
0 18 1 282 2185
L 18 2 280 1,95
Lo 18 3 278 0,33
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Tableau I-2 Identification des TGs par CLHP phase inverse.

N° pic Triglycérides NP PM Tr
Pon | (min)
1 |BuBuS, BuCoP, BuCyM, BuCLa, CoCoM, CoCyLa, 26 498 | 4,80
CoCC, CyCyC, 26 498
BuCyL, CoCoL, 26 550
BuCyO 28 552
2 |BuCoS, BuCyP, BuCM, BulLal.a, CoCoP, CoCyM, 28 526 | 5,80
CoCLa, CyCyLa, CyCC, 28 526
BuCL, CoCyL, 28 578
BuLaln, CoCLn, CyCyLn 28 604
3 | CCC, CoCoS CoCyP, CoLalLa, CyCyM, CyCLa, 30 554 | 6,60
BuCyS, BuCP, Bul.aM, 30 554
BuCO, CoCyO, 30 580
BuLalL, CoCL 30 606
4 |CoMLn, CoLLn CyLnLn, CyCL, CoLaL, CyCyO, 32 712 | 7,40
CoCO, CCLn 32 712
BuCyS, BuCP, BuLaM 30 554
5 | CoCP, CoLaM, CyCyP, CyCM, CyLaLa, 32 588 | 8,30
CCLa,CoCyS, BuCS, BuLaP, BuMM, 32 588
BuLaO 32 608
BuML, 32 634
6 {CoLL, CyLLn, CoOLn, CoML, CoLaO, CyCO, CyLal. | 34 723 | 8,80
CCL, CoPLn, CyMLn, CLnLn, CLaln, 34 723
BuLO 34 688
7 [CLala, CCM, CyCP, CyCyS, CoMM, CoLaP, CoCS, 34 620 | 9,70
CoLaP, 34 620
CoLaO, BuMO, BuMO, 34 634
BuPL 34 662
8 |[LnLnLn, CLLn, 36 872 110,00
9 {LalnLn, CyOLn, CyLL, CoOL 36 736 110,52
10 |{CoMO, CyLaO,CCO, CoPL CyML, Clal., CoSLn, 36 669 11,00
CyPLn, CMLn, LaLalLn 36 669
11 | Lal.ala, CLaM, CyMM, CyLaP, CyCS, CoMP, CoLS 36 638 [11,60
12 |CLL,LLnLn 38 874 12,12
13 | Co0O0, CyOL, COLn, Lal.Ln 38 743 12,70
14 | CoPO, CyMO, Cla0, CoSL, CyPL, CML, Lalal, 38 698 | 13,40
CPLn, LaMLn
15 {LalaM, CMM, CLaP, CCS, CyMP, CyLa$S 38 666 | 14,00
16 {LLln 40 876 14,70
17 |OLnLn, MLLn, PLnLn, MLLn, Lall, COL, CyOO, 40 760 |15,55
MMLn, LaPLn
18 |LalLlL, LaOLn, CoSO, CyPO CMO, Lal.aO, CySL, 40 724 116,30

CPL, LaML, MMLn, CSLn
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N° pic Triglycérides NP PM Tr
Pon | (min)
19 [LaMM, CMP, CLaS, CyPP, CyMS, CoPS, BuPS, 40 694 117,00
Lal.aP, 40 694
LLL 42 878
20 |{OLLn, 42 878 18,13
MOLn, 42 826
PLLn 42 852
21 |COO, LaOL, MLL 42 784 19,17
22 | CySO, CPO, LaMO, CSL, LaPL, MML, MPLn, LaSLn, | 42 753 20,10
23 | MMM, LaMP, Lal.aS, CPP, CMS, CyPS, CoSS 42 722 21,15
24 |OLL, OOLn 44 880 |22,50
25 |PLL, SLLn, POLn, MOL 44 858 123,70
26 |LaOO, MPL, CSO, LaPO, MMO, PPLn 44 781 124,90
27 |MMP, LaPP, LaMS, CPS, CySS, MSLn 44 750 126,30
28 |OOL 46 882 28,00
29 |POL, SOLn, SLL, MOO 46 877 129,60
30 {MSL, PPL, PSLn, LaSO, MOP 46 807 131,30
31 |MPP, LaPS, MMS, CSS, 46 778 33,22
32 |000 48 884 135,90
33 {POO, SOL 48 859 [37,30
34 |POP, MSO, SSLn, PSL 48 833 (39,70
35 |PPP, MPS, LaSS 48 806 |[41,90
36 50 882 45,05
37 |SOO 50 886 47,75
38 |[POS, SLL 50 861 50,15
39 {PPS,SSM 50 834 54,15
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II- Filtration tangentielle de la MGLA sur module plan

I1-1. Choix des membranes et des conditions opératoires de la filtration.

Le choix des membranes a été effectu€ en fonction des résultats obtenus au laboratoire.
Les deux membranes utilisées dans un module "MINITAN" pour la filtration tangentielle sont
la membrane "DURAPORE" hydrophile et la membrane métallique en acier inoxydable fritté,
avec lesquelles de grandes variations de SFC perméat / rétentat ont été observées. (Bomaz,
1994 et Diagana, 1997)

Le choix des conditions opératoires est réalisé dans le but d'avoir une bonne partition
des TGs entre perméat et rétentat. Tout d'abord, la vitesse de I'alimentation de la MGLA est
liée au temps de séjour des molécules de TGs au contact de la membrane. Selon Diagana
(1997), l'efficacité de la séparation n'est pas liée a cette vitesse. Elle est maximale & vitesse
intermédiaire. Par ailleurs, la séparation est meilleure a des pressions transmembranaires
modérées. Enfin, la température a un effet négatif sur l'efficacité la séparation. En effet, a des
températures élevées (60°C), les molécules de triglycérides (TGs) sont plus désorganisées et
ont moins tendance a former des agrégats qu'a des températures proches de la zone de fusion.
Compte tenu de ces acquis du laboratoire, la température de filtration sera constante tout au
long de ce travail, & (45 £ 2)°C, la pression transmembranaire variera entre 0,5 a 1,4 bar, et la
vitesse d'alimentation entre 4 et 6 cm/s. Pour certaines membranes ("DURAPORE"), vitesse
et pression seront faibles, car la membrane étant mince, elle se déchire a haute pression,

engendrant des problémes de fuites.

I1-2. Membrane "DURAPORE" hydrophile
La filtration tangentielle de MGLA sur module "MINITAN" a été conduite en utilisant
une seule membrane hydrophile ou, afin d'étudier l'influence de 1'épaisseur de la couche
filtrante, en comparant les résultats obtenus en utilisant une, puis plusieurs membranes
hydrophiles superposées (5 membranes) de 15,2 x 8,2 cm, avec une porosité de 0,22 um.
Les différents conditions et parameétres de filtration sur cette membrane sont
présentés en tableau II-1. La variation de la composition en triglycérides au cours de la

filtration est exprimée par un coefficient de performance entre perméat et MGLA initiale.
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Tableau II-1 Paramétres hydrodynamiques utilisés pour la filtration sur une membrane

"DURAPORE" hydrophile.

Paramétres Pression (bar) Vitesse (cm/s)

Nombre de membranes
1 0,5 4
5 0,5 4

11-2.1. Filtration de la MGLA sur une seule membrane.

Le but de cette étude est de filtrer de la MGLA fondue a 45°C sur une membrane
hydrophile. La premiére étape consiste a mesurer le flux de perméat au cours de la filtration
pour mieux comprendre les phénomenes de polarisation et de colmatage. Le débit de perméat
décroft régulierement avec le temps de filtration. Selon Stamatakis et Tien (1993), la
diminution du flux de filtration est une manifestation, non seulement des interactions entre les
solutés et le solvant, mais elle en également liée & des interactions solutés -solvant-
membrane. Au cours des premiéres minutes, on observe une diminution rapide du débit qui
peut étre due a l'adsorption des molécules des TGs sur la surface de la membrane. Le débit
n'est toujours pas stabilisé aprés 5 heures de fonctionnement, ce qui traduit I'élimination du
giteau de filtration sur la membrane par le cisaillement provoqué par la vitesse tangentielle
d'écoulement.

La deuxic¢me €étape consiste a €tudier les variations de composition du filtrat par
rapport a la MGLA initiale afin de définir les TGs qui montrent les plus fortes variations. Les
coefficients de performances du perméat et de la MGLA initiale sont donnés dans les figures
[O-1 (AGs) et II-2 (TGs). La relation entre la variation de composition des AGs et des TGs est
difficilement interprétable.

Certaines tendances visibles sur les premiéres gouttes de perméat ne se retrouvent pas
lorsque l'on poursuit la filtration. C'est le cas en particulier de 'acide butyrique. Aprés 300
min de filtration, tous les acides gras ont tendance a étre retenus par la membrane 2 l'exception
des C14, C16, C18, et C18:2. Ces évolutions des AGs sont seulement indicatives, car ces
molécules n'existent pas sous forme libre dans 1a MGLA.

Pour l'évolution de la composition triglycéridique, on observe qu'd partir du pic
numéro 25, le Coefficient de Performance dévient négatif indiquant la rétention de ces TGs &

haut NP par la membrane, corrélativement au passage des petites molécules.
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Figure [I-1 Evolution du coefficient de performance (perméat / initial) pour les acides gras en

fonction du temps : A) 1 minute B) 300 minutes.

Nous avons effectu€ différents prélévements au cours du temps: 1, 30, 60, 120, 180,
210 et 300 minutes. En effet, la composition triglycéridique du prélévement varie rapidement.
Ceci signifie que le phénoméne de séparation est direct, les perméats se sont enrichis en
certaine molécules et se sont appauvris en d'autres. En revanche les profils rétentat et perméat
sont voisins. Selon Bornaz (1994), on n'est pas en présence d'un phénoméne de filtration au
vrai sens du terme, mais plutdt, d'un phénomeéne d'adsorption préférentielle de certaines
molécules.

D'une maniere générale, une séparation en fonction du poids moléculaire apparait,
lorsque l'on raisonne en groupes de TGs homogenes : les petites molécules passent, les
grosses sont retenues. Les seuils observés sont du méme ordre que ceux mis en évidence par
Bornaz (1996) : 700 pour les triglycérides saturés, 765 pour les mono-insaturés, 784 pour les
di-insaturés, et enfin 882 pour les TGs poly-insaturés. Les courbes de figures -2, 1-3, II-4

montrent bien ce phénomene.
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En conclusion, la rétention des TGs sur la membrane "DURAPORE" s'établit pour les
TGs saturés, mono-insaturés, di-insaturés et poly-insaturés respectivement a partir de NP =

44, 44,42, et 46.
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Figure II-2 Coefficient de Performance des TGs (perméat / MGLA initiale) sur une membrane
"DURAPORE". A : début de la filtration. B : Aprés 300 minutes de filtration en fonction de
N° du pic.

Le calcul du SFC montre la divergence perméat - rétentat (figure II-6). Il est intéressant
de caractériser l'efficacité de la séparation par la variation du SFC des fractions en fonction du
temps par le calcul de la surface comprise entre les deux courbes des SFC rétentat et perméat
(Diagana, 1997), et ceci pour les différentes membranes. Cette variable, appelée As exprime
la différence de contenu en solides entre perméat et rétentat récoltés pendant un temps donné.

As entre les courbes de perméat et le rétentat donne 0,160 g
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Figure -3 Calcul du coefficient de Performance (Perméat / Initial) en fonction du poids

moléculaire des triglycérides saturés et mono-insaturés au cours de filtration. Prélévements du

perméat respectivement a 1, 30, 60 et 210 minutes.
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Figure -4 Calcul du coefficient de Performance (Perméat / Initial) en fonction du poids

moléculaire des triglycérides di-insaturés au cours de filtration. Prélévements du perméat

respectivement a 1, 30, 60 et 210 minutes.
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Figure I-5 Calcul du coefficient de Performance (Perméat / Initial) en fonction du poids
moléculaire des triglycérides tri-insaturés au cours de filtration. Prélévements du perméat

respectivement 2 1, 30, 60 et 210 minutes.

120
—&— perméat

110 | —®—rétentat As =0,160g

100

SFC%

90

80

70

Temps (min.)

Figure -6 Evolution du SFC du perméat et rétentat sur une membrane "DURAPORE" en

fonction du temps.

I1-2.2. Filtration de la MGLA sur 5 épaisseurs de membranes
A partir d'un débit initial plus faible qu'avec une seule membrane, le méme phénomeéne
d'évolution de débit de perméat est observé. La stabilisation du débit s'effectue rapidement
aprés 120 minutes de filtration indiquant la formation de la couche de polarisation sur la
membrane.
Les courbes II-7, 1I-8 et II-9 montrent que les performances de ce type de montage sont
plus mauvaises que celles de la membrane unique. Ceci tient probablement au montage lui-

méme qui ne permet pas de solidariser correctement les 5 €paisseurs de membrane entre elles.

113



Chapitre III : Résultats et discussion

Le résultat est alors brouillé, comme le montrent les courbes, aussi bien sur les AGs que sur

les TGs, et finalement sur l'efficacité de la séparation en termes de SFC.
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Figure II-7 Evolution de coefficient de Performance des acides gras (perméat / MGLA initiale)

en fonction du temps : A) 1 minute, B) 300 minutes

Le calcul du SFC montre que la divergence entre perméat et rétentat est plus
longue a s'établir, alors que les SFC des deux fractions diminuent au début de la filtration.
Cette diminution est de l'ordre de 30% aprés 120 minutes. Puis le rétentat augmente et se
stabilise & un SFC proche de Il'initial. Le calcul de l'aire spécifique As entre les courbes de

perméat et de rétentat donne : 0,102 g.
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Figure II-8 Coefficient de Performance des TGs (perméat / MGLA initiale) sur 5 membranes

"DURAPORE" en fonction du N° du pic. A : début de la filtration. B : Aprés 300 minutes de

filtration
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Figure II.9 Evolution du SFC (perméat et rétentat) sur 5 membranes "DURAPORE" en

fonction du temps.
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En conclusion de cet essai dont le but était de mettre en évidence 'effet de 1'épaisseur
de la membrane, on peut dire que le montage est inadapté, et que le résultat en séparation est

moins bon qu'avec une seule épaisseur de membrane "DURAPORE" dite hydrophile.

I1-3. Filtration tangentielle sur une membrane métallique
La filtration tangentielle s'effectue sur une membrane en acier inoxydable caractérisée
par une distribution moyenne de pores de 0,5 um. La membrane a été utilisée directement &
différentes conditions hydrodynamiques ou aprés imprégnation avec des phospholipides. Le

rétentat est recyclé dans le bac d'alimentation alors que le perméat est recueilli.

11-3.1. Filtration tangentielle sur une membrane métallique seule

Le débit de perméat évolue classiquement. Seules de légéres variations de débit entre
membrane témoin et membrane imprégnée sont observées.

Pour les mémes raisons, les variations observées sur les AGs sont trés difficiles a
interpréter. II n'existe pas de modele de rétention fixe, et des inversions de tendance se
produisent au cours du temps. Comme la filtration est arrétée avant le passage de la totalité de
la charge initiale, l'inversion du phénomeéne de rétention peut étre due & la formation d'une
couche de polarisation sur la membrane, ce qui revient 4 former une membrane différente.

Le coefficient de performance des TGs (perméat/initial) pour une membrane
métallique témoin (vitesse de 4 cm/s et pression de 1,4 bar) est caractérisé par trois
comportements différents (figure II-10):

— Passage : TGs a faible poids moléculaire (pics 1 & 25).

— Rétention : TGs a haut poids moléculaire a partir du pic 26 (NP = 44).

— Pas de variation : le pic 21 qui correspond a un TG di-insaturé (NP = 42).

Les seuils de coupure pour les différents TGs saturés, mono, di et tri-insaturés sont
respectivement observés pour des NP = 44 et 46.

Le coefficient de performance des TGs (perméat/initial) pour une membrane
métallique témoin 2 une vitesse de 4 cm/s et une pression de 0,7 bar est caractérisé par trois
comportement différents (figure II-11) :

— Rétention : TGs a faible poids moléculaire jusqu'au pic 6 (NP = 34), pic 10 (NP =

36), pic 14 (NP = 38), et TGs & haut poids moléculaire & partir du pic 17 (NP=40).
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— Passage : TGs a poids moléculaire moyen (pics 9 a 16) (NP entre 36 et 40). C'est

également le cas pour certains TGs saturés : NP = 44, 46, 48

— Pas de variation : les pics 7 et 34 (NP 34 (mono-insaturés) et 48 (mono-insaturés))

Coefficient de
performance

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
NF° pic

Figure II-10 Evolution du coefficient de performance (perméat / MGLA initiale) pour une
filtration tangentielle sur une membrane métallique témoin & une vitesse 4 cm/s et 1,4 bar en

fonction du N° pic.
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Figure II-11 Evolution du coefficient de performance (perméat / MGLA initiale) pour une

filtration tangentielle sur une membrane métallique témoin (4 cm/s et 0,7 bar) en fonction du
N° pic.
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I1-3.2. Filtration tangentielle sur une membrane métallique imprégnée avec de
phospholipides

Les essais ont été menés avec des valeurs de x = 0,18, 0.52 et 0,85 % de
phospholipides, et dans les mémes conditions hydrodynamiques que les précédents.

Dans tous les cas, une inversion de la rétention des AGs est observée aprés une heure
de filtration, si bien que jusqu'a la fin de la filtration, ce sont les AGs a haut poids moléculaire
qui sont retenus par la membrane, ainsi que deux acides gras a faible poids moléculaire (C8,
C6).

Le coefficient de performance des TGs (perméat / initial) varie en fonction du temps
du filtration. En effet, pendant les deux premiers heures de filtration, le phénomeéne de
partition est net. A partir de deux heures, presque tous les TGs traversent la membrane. Ceci
peut &tre di au lessivage de la couche de phospholipides initialement adsorbés sur la

membrane. Une telle évolution est donnée a titre d'exemple sur la figure II-12.
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Figure II-12 Evolution du coefficient de performance (perméat / MGLA initiale) pour une
filtration tangentielle sur une membrane métallique imprégnée & 0,52 % de phospholipides. A)

10 minutes B) 300 minutes en fonction du N° pic.
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11-3.3. Evolution du coefficient de performance en fonction de NP pour les différentes
membranes métalliques

L'évolution globale des coefficients de performance a montré ses limites
d'interprétabilité. Sur les divers types de membranes utilisés, et en fonction du degré
d'insaturation, il peut étre intéressant d'étudier la partition en fonction de NP. Ceci est résumé
dans le tableau II-2 pour quelques NP. Pour une membrane non imprégnée, on observe d'une
maniere générale que les TGs saturés et tri-insaturés passent a travers la membrane, alors que
les mono- et di-insaturés sont retenus. Dans le cas particulier de NP = 42, les TGs poly-
insaturés sont également retenus et seuls les satur€s traversent la membrane. A partir de NP =
46 tous les TGs sont retenus. Pour les membranes imprégnées avec des phospholipides,
I'évolution du coefficient de performance est complexe, d'autant plus que les phospholipides

ont tendance a se dissoudre dans le flux et & traverser la membrane avec le perméat.

Tableau I-2 Evolution du coefficient de performance (perméat par rapport a initial) sur
membranes impregnées des phospholipides en fonction de NP et de l'insaturation.(4. :

diminue, T : augmente)

Membrane non impregnée

TGs NP 38 NP 40 NP 42 NP 44 NP 46
Tri-insaturés T T N 1T 1
Di-insaturés d l 17T l l
Mono-insaturés T d l Td \
Saturés T T T T T

Membrane imprégnée 0,18%
Tri-insaturés T 17 d 1 LT
Di-insaturés l 7 4 4 Td
Mono-insaturés Tl T 1 d Tl
Saturés 1 T 4 l l
Membrane imprégnée 0,52%
Tri-insaturés T 17T 17T d 17
Di-insaturés T 37 l 47T T
Mono-insaturés LT 17 LT T Tl
Saturés T LT 17 T l
Membrane imprégnée 0,85%
Tri-insaturés 17T l Tl Tl d
Di-insaturés 17 LT T4 Tl 17T
Mono-insaturés f) { T 4 1
Saturés Tl T4 d l d

119



Chapitre III : Résultats et discussion

11-3.4. Influence de la nature de la membrane sur I'évolution du SFC

Il est intéressant de caractériser l'efficacité de la séparation par la variation du
SFC des fractions pour les différentes membranes métalliques témoin ou imprégnées a
différentes concentrations. La variable, appelée As exprime la différence de contenu en
solides entre perméat et rétentat récoltés pendant un temps donné.

L'évolution du SFC des perméats et rétentats pour les différentes filtrations réalisées
sur des membranes métalliques ou dérivées est donnée dans les graphes II-13 2 17.

Sur membrane témoin en acier inoxydable, la pression a une influence sur la
divergence en SFC perméat / rétentat. Dans les 2 cas, les SFC divergent nettement (-20% pour
le perméat et +10% pour le rétentat), mais a la pression de 1,4 bar, les 2 fractions reconvergent
aprés 400 mn de filtration, alors que la différence s'amenuise mais ne s'annule pas pour une

pression plus faible.
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Figure II-13 Evolution du SFC (perméat et rétentat) 4 20°C sur une membrane témoin en acier

inoxydable (4 cm/s et 1,4 bar).
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Figure II-14 Evolution du SFC (perméat et rétentat) 2 20°C sur une membrane en acier

inoxydable (4 cm/s et 0,7 bar).

Pour ce qui concerne la MGLA filtrée 4 une vitesse de 4 cm/s et une pression 1,4 bar
sur une membrane en acier inoxydable imprégnée 2 diverses concentrations de
phospholipides, I'évolution des SFC (perméat / rétentat) est fortement dépendante du taux
d'imprégnation : & 0,18 %, la courbe est comparable a celle obtenue sur la membrane nue, et
donne une aire spécifique 0,118 g. Lorsque le taux croit, la divergence devient de plus en plus

faible (aire spécifique passant a 0,028 g puis 0,022 g respectivement)
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Figure [I-15 Evolution du SFC (perméat et rétentat) sur une membrane témoin en acier

inoxydable imprégnée 4 0,18 % de phospholipides (4 cm/s et 1,4 bar)
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Figure I-16 Evolution du SFC (perméat et rétentat) sur une membrane témoin en acier

inoxydable imprégnée 4 0,52 % de phospholipides (4 cm/s et 1,4 bar).
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Figure H-17 Evolution du SFC (perméat et rétentat) sur une membrane témoin en acier

inoxydable imprégnée a 0,85 % de phospholipides (4 cm/s et 1,4 bar).

I1-4. Conclusion
L'étude par filtration tangentielle de MGLA montre bien ses limites, en ce qui
concerne le probléme de la mise en €vidence des interactions qui régissent le phénomeéne de
séparation. Différents types de membranes, caractérisées par une polarité différente,
conduisent a des possibilités de partition différentes des TGs, et tout particuliérement de
I'évolution de cette partition en fonction du temps au cours de la filtration. On a pu noter que

le phénoméne apparait trés complexe et les caractéristiques de la membrane (épaisseur,
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imprégnation, et conditions de polarisation) jouent un réle trés important, et conduisent a de
grandes variations.

En effet, quatre forces sont impliquées dans les mécanismes d'adsorption des
molécules des solutés sur la surface de la membrane et a l'intérieur des pores : les forces
d'interactions €lectrostatiques, les forces d'interactions de Van der Waals, les forces
d'hydratation (liaison hydrogéne) et les forces d'interactions stériques. De plus, dans le cas de
la microfiltration tangentielle, dans les systémes a écoulement de fluide, les forces intervenant
sont également des forces hydrodynamiques qui sont : la force tangentielle ou force
d'entrainement, la force de filtration (perméation a travers la membrane), la force de migration
latérale des particules et le poids des particules. Ainsi, la rétention (adsorption) des molécules
a la surface de la membrane dépendra des forces physico-chimiques mises en jeu et surtout
des conditions opératoires, d'ot la complexité du phénomene de filtration tangenticlle.

Tl est clair que le montage tangentiel est trop complexe pour permettre d'aller plus loin
dans linterprétation en termes d'interactions molécules-membranes. Pour poursuivre, nous
avons décidé de faciliter 1'étude en passant en filtration frontale, montage qui va permettre,
outre la simplification de conduite inhérente a ce type de percolation, d'utiliser un éventail
plus large de matériaux, en différentes épaisseurs et avec différentes huiles ou mélanges de

triglycérides.
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II1- Percolation frontale de MGLA en couche plate épaisse

La complexité des résultats obtenus en filtration tangentielle, nous a conduit a
simplifier le montage expérimental. Notre travail n'ayant pas un but de production industrielle,
nous avons pu travailler en filtration frontale avec de petites quantités de MGLA et de faibles
débits de perméation. En effet, I'explication des interactions moléculaires entre TGs et
membranes est difficile, et nécessite donc de s'affranchir des complications expérimentales ; la
filtration sera la plus simple possible : écoulement gravitaire frontal, chaque fois que c'est
possible, a travers un matériau poreux légérement compacté. Si besoin, une pression motrice
la plus faible possible sera appliquée. Ce type de montage a permis en particulier de faire
varier la nature et 1'épaisseur du matériau support de filtration, ce qui €tait impossible dans le

cadre d'essais en filtration tangentielle.

111-1. Percolation frontale de la MGLA

III-1.1. Essais sur une membrane hydrophobe greffée C18, montée sur module

d'ultrafiltration ""Amicon'' en écoulement libre

La percolation de la MGLA est réalisée sur une membrane hydrophobe (ENVI™._Disk)
greffée avec un octadecyle. Une charge de 350 ml de MGLA est filtrée sur cette membrane de
7 cm diamétre, adaptée au module d'ultrafiltration "Amicon". En réalité, ce montage utilise
deux types de "membranes" en méme temps : une membrane hydrophobe (ENVI™.Disk)
greffée, et le support de plastique fritté¢ présent dans le module "Amicon". La percolation est
effectuée a la température constante de 45°C, sans pression et sans agitation, sous le seul effet
de la gravité. Les prélévements d'échantillons (1 ml) sont effectués toutes les 5 minutes. La
filtration de MGLA dans ces conditions, sur une telle membrane, est trés lente : les premiéres
gouttes de perméat apparaissent apreés 20 minutes. Le débit de la filtration étant de 0,3 ml/min,
pour une durée de 135 minutes, 30 ml seulement de MGLA ont traversé la membrane (figure

IM-1).

En analysant la composition en TGs du perméat par rapport a la MGLA initiale, on
observe une variation directe de la composition : les TGs correspondants aux pics de 1 a 24
(NP = 26 saturés a 44 tri-insaturés) passent a travers la membrane hydrophobe, alors qu'a
partir du pic 25 (NP = 44, di-insaturés) les TGs sont retenus. Ce phénomene est observé

jusqu'a l'arrét de la filtration : ce n'est donc pas un phénomeéne transitoire.
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Figure ITI-1 Evolution du coefficient de performance (perméat / MGLA initiale) en fonction

du N° du pic pour une filtration frontale sur une membrane hydrophobe, & 5 minutes et 135

minutes.

Il est intéressant de calculer, pour tous ces essais de couches filtrantes, la capacité
absolue de rétention de la membrane, définie comme la somme des coefficients de
performance de tous les TGs retenus par la membrane, rapportée a la surface filtrante. La
capacité absolue de rétention de la membrane hydrophobe (ENVI™-Disk) est de 0,66 % par

cm”au début de la filtration et reste sensiblement constante tout au long de la filtration.

Le seuil de coupure de comportement pour les différents TGs varie en fonction de leur
degré d'insaturation : pour les TGs saturés, ce seuil est observé pour NP = 40 au début de la
filtration et NP = 38 aprés 30 minutes. Pour les mono-insaturés, cette inversion se fait entre
NP = 42 et 44, et pour les TGs di, et tri-insaturés, pour NP = 42. A partir de ces seuils, les

TGs sont retenus par la membrane hydrophobe.
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L'évolution du coefficient de performance de chaque groupe de TGs en fonction de
leur poids moléculaire et du temps de filtration, suit une loi du deuxiéme degré avec un

coefficient de régression > 0,7 pour les TGs satur€s et mono-insatures.

En plus, le SFC du perméat (figure II-2) montre une diminution en fonction du temps,
de l'ordre de 15 % & 5 minutes, puis il augmente & nouveau sans jamais dépasser la valeur
initiale. Cette diminution du SFC du perméat s'explique a la fois par la rétention des TGs &

haut NP et le passage des TGs a petits NP.
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Figure III-2 Evolution du SFC pour le perméat sur une membrane hydrophobe greffée Cg

(ENVITM -DISK) dans le module d'ultrafiltration "Amicon" en fonction du temps.

I1I-1.2. Essais sur une membrane hydrophobe greffée C18, montée sur le module de
laboratoire en écoulement libre

Les essais réalisés sur le module d'ultrafiltration "Amicon" conduisent tous a des

débits tres faibles, a cause de la faiblesse de la surface de contact entre membrane et MGLA.

Afin d'augmenter cette surface de filtration, nous avons utilisé un autre module, dit module

"laboratoire", dans lequel le diamétre de la membrane est de 90 mm et la quantité initiale de la

MGLA de 350 ml. De plus, nous avons la possibilité d'utiliser une pression hydrostatique pour
augmenter le débit de la filtration.

Tout d'abord, nous avons filtré la MGLA dans le module laboratoire sans utilisation de

pression motrice : le méme phénoméne est observé que sur le module "Amicon". Le débit de

filtration est trés faible (0,5 ml/min.), et nous limitons le temps de percolation a 105 minutes.

La quantité totale de MGLLA qui passe & travers la membrane est de 50 ml.
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Figure III-3 Evolution du coefficient de performance (perméat / MGLA initiale) en fonction
du N° du pic pour une filtration frontale sur membrane hydrophobe, a2 5 minutes et 105

minutes.

L'évolution du coefficient de performance (perméat / initial) des TGs est également
nette. Les TGs a haut NP sont retenus & partir du pic 27, qui correspond a un TGs saturé avec
un NP = 44 et un poids moléculaire de 750. On observe également une 1égére évolution du
comportement de rétention des différents TGs en fonction du temps de filtration. Toutefois, la
difficulté de l'analyse est liée a la variation de certains TGs, retenus & un moment donné, et
transmis ensuite. Nous n'avons pu expliquer cette variation (chaque mesure est faite deux fois
et chaque échantillon est analysé deux fois).

La filtration de MGLA sur le module "laboratoire” équipé d'une membrane
hydrophobe (ENVI™.DISK) de surface 0,0254 m* donne un seuil de coupure 2 NP = 42 pour
les TGs saturés, di, et tri-insaturés, et 4 NP = 44 et 46 pour les mono-insaturés. La capacité

absolue de rétention de la membrane hydrophobe (ENVI™._Disk) dans ce montage est de 0,48
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%/cm®. Elle augmente au cours de la filtration jusqu'a une valeur de 0,84 %/cm”. Ceci nous
permet de confirmer qu'en augmentant la surface de contact (AA) entre la MGLA et la
membrane, une meilleure rétention est observée. Ainsi, nous pouvons émettre I'hypothese

suivante : plus le volume hydrocarboné d'un TG augmente, plus son facteur de rétention

augmente.

Le calcul du SFC du perméat (figure III-4) montre une diminution de l'ordre de 15 %

en fonction du temps, avec la méme variation que précédemment.
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Figure I-4 Evolution du SFC pour le perméat filtré sur une membrane hydrophobe greffée

C18 (ENVI™ _DISK) dans le module "laboratoire" sans pression en fonction du temps.

I1I-1.3. Essais sur une membrane hydrophobe greffée C18, montée sur module de
laboratoire avec pression motrice

Une pression statique de 0,1 bar relative a ét€ appliquée pour la filtration de MGLA
dans le module "laboratoire”, dans le but d'augmenter le débit et d'améliorer la séparation.
Ainsi le perméat passe rapidement a travers la membrane dés l'application de la pression. Son
débit est alors de 7,8 ml/min : toute la charge initiale de MGLA a traversé la membrane aprés
45 minutes. Le phénomene de partition n’est pas trés net au début de la percolation. La
tendance générale est la rétention des TGs a haut NP a partir du pic 22 (NP = 42, PM = 753,
di-insaturés), ainsi que des petites molécules (NP petit) : pics 1 2 7 (NP = 26 4 34). Les TGs a
NP moyen traversent la membrane. A 30 minutes, le méme phénomene est observé mais il y
déplacement de I'inversion. Les TGs a haut NP sont retenus a partir du pics 19 (NP = 40, PM

= 694, saturés) et les TGs a faible poids moléculaire retenus sont les pics 1, 2, 3,4, 7, et 9. Les
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autres TGs passent a travers la membrane. A la fin de la filtration (45 minutes), il y a
inversion compléte, ce qui est normal, puisque a ce moment, toute la charge a traversé la

membrane : il y a donc compensation.
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Figure III-5 Evolution du coefficient de performance (perméat / MGLA initiale) pour une
filtration frontale sur membrane hydrophobe pour pression statique de 0,1 bar, 4 5 et 45

minutes en fonction du N° du pic.

La capacité absolue de rétention de la membrane hydrophobe (ENVITM-Disk) avec
application de pression est de 0,36% / cm? au début de la filtration ; elle augmente ensuite
(1,14% / cm®) pour revenir en fin d'expérience 2 0,36 %/cm’. La pression entraine une
diminution de la capacité de rétention de la membrane. Ceci est dii 2 la diminution de temps
de contact entre les différents TGs et 1a membrane. A la fin de la filtration, toute la charge de

MGLA est passée et ces sont donc les TGs retenus initialement qui traversent la membrane.

Les seuils de coupure du comportement des TGs sont fonction du temps, de leur degré

d'insaturation et de leur NP:
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~ Pour les TGs saturés : passage des TGs & 34 < NP < 40 jusqu'a 30 minutes puis rétention.
Les autres TGs sont retenus.

— Pour les TGs mono-insaturés : rétention des TGs & NP > 42. Les autres passent.
— Pour les TGs di-insaturés : le phénomeéne se complique, mais en général, il y a rétention
des TGs avec NP > 44.

— Pour les TGs tri-insaturés : les TGs sont retenus & partir de NP = 42,

Tableau II-1 Seuil de coupure dans les trois modes de filtration sur une membrane

hydrophobe greffée C18 (ENVI™ -DISK).

TGs saturés mono-insaturés | di-insaturés | tri-insaturés
modes de filtration

module " Amicon " NP > 40 au début de | NP entre 42 et NP > 42. NP = 46
écoulement libre la filtration, NP > 4
70 mm 38 a partir de 30

minutes de filtration
module " laboratoire " NP > 42. NP 44 et 46. NP >42. NP > 42.
écoulement libre
90 mm
module " laboratoire " 34 > NP> 40 NP>42 NP > 44 NP > 42.
pressurisé réterllt“icc;: des complexe
90 mm, 0,1 bar

Le calcul du SFC du perméat montre la méme diminution en fonction du temps que les
essais précédents. Mais en fin de filtration, le SFC du perméat redevient égal 2 I'initial, ce qui
est normal, compte tenu des conditions expérimentales et de 1a remarque précédente sur ce qui

se passe en fin de charge.
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Figure III-6 Evolution du SFC pour le perméat sur une membrane hydrophobe greffée C18

(ENVITM -DISK) dans le module "Laboratoire” sous pression statique en fonction du temps.
P q p

I11-1.4. Conclusion sur les essais sur membrane hydrophobe greffée C18

N

Le seuil de coupure 2 partir duquel il y a rétention, pour les 3 modes de filtration
étudiés est présenté dans le tableau II-1. La rétention est fonction des caractéristiques de la
membrane, de la surface active, du temps de contact entre TGs et membrane et du débit de
perméation. En général, les TGs sont retenus & partir d'un NP = 40, mais le processus est

complexe et beaucoup de variations peuvent étre observées.

II1-2. Percolation frontale de MGLA sur couche d'oxydes métalliques
La percolation de la MGLA sur une couche d'oxyde métallique a été réalisée dans le
but d'étudier la partition des TGs de la MGLA, dans le module laboratoire, sur une couche a
caractéristique hydrophile, en fonction de son épaisseur. Nous avons d'abord utilisé une

Lot

couche d'une surface de 38,48 cm’” , en deux "densités" (5 g et 40 g de matériau), puis une

membrane d'une surface de 63,60 cm? et d'une"densité” de 80 g.

I11-2.1. Percolation sur couche d'oxyde d'aluminium (Al;Os), sur module

d'ultrafiltration ""Amicon'' en écoulement libre

La percolation de ]a MGLA dans le module d'ultrafiltration "Amicon” est effectuée sur

une couche d'oxyde d'aluminium d'une épaisseur indicative de 5 g, & la température constante
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de 45°C, sans agitation et sans pression. La quantité de MGLA utilisée est de 350 ml, la

percolation est directe, le débit de filtration est de 3 ml/min.

La partition des TGs de la MGLA est caractérisée par un phénomene net au début de la
filtration : on observe alors la rétention de TGs a faibles NP (pics 1 a4 11 correspondant a des
NP de 26 a 36), alors que les TGs a haut NP passent a travers la membrane a partir du pic 12.
Ce comportement peut évidemment étre reli€ a l'inversion de la polarité de la membrane, par
rapport & ce qui était obtenu dans les essais précédents. En poursuivant la filtration, on

observe que le phénomene de partition se brouille complétement.

Le phénoméne qui est mis en évidence dans les 15 premiéres minutes de filtration
permet de conclure que la variation de la composition des TGs est fonction de I'état de la
membrane. En effet, au début de la filtration, la capacité absolue de rétention de la couche
d'oxyde d'aluminium (5 g) est de 0,73 % / cm?, et elle diminue par la suite pour arriver 2 0,3 %
a la fin de la filtration. Aprés 15 mn de filtration, on n'observe plus aucune variation

significative perméat / initial pour I'ensemble des TGs de la MGLA.

Par ailleurs, nous avons observé a une température identique une solidification plus
rapide des perméats que de la MGLA initiale, tout spécialement sur les premiers échantillons
a 1, 5 et 10 minutes. Cette observation est coherente avec les résultats de 1'analyse, qui montre

un enrichissement de ce perméat en TGs a haut poids moléculaire.

30 - B 1 minute

Coefficient de
Performance

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

N° pic

Figure II-7 Evolution du coefficient de performance (perméat / MGLA initiale) pour une
filtration frontale sur une membrane d'oxyde d'aluminium (épaisseur 5 g), & 1 minute en

fonction du N° du pic.
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Figure II-8 Evolution du coefficient de performance (perméat / MGLA initiale) pour une
filtration frontale sur une membrane d'oxyde d'aluminium (épaisseur 5 g), a 120 minutes en

fonction du N° du pic.

En augmentant I'épaisseur de la couche filtrante de 5 a 40 g, nous observons une
accentuation du phénomeéne de partition : les coefficients de performance sont plus élevés par
rapport a ceux issus de la filtration sur une couche d'alumine de 5 g. On observe de la méme
fagon la rétention des TGs jusqu'au pic 13 et passage des TGs a partir du pic 18 (NP = 40). Au
cours du temps, la partition s'atténue et la variation de la composition (perméat / MGLA
initiale) devient trés faible et méme finalement nulle. Une des caractéristiques d'adsorption de
I'oxyde d'aluminium, est que les composés trés polaires y sont fortement adsorbés, tandis que
les non-polaires ne le sont que trés peu. Ceci est dii a la formation possible de liaisons
hydrogéne, en plus de la possibilité de formation additionnelle d'interactions avec les

molécules 2 sites riches en électrons.

La capacité absolue de rétention de la couche d'oxyde d'aluminium (40 g) est de 2
%/cm?® au début de la filtration et diminue pour arriver a 0,53 %/cm? en fin de filtration. En
augmentant 1'épaisseur de la couche filtrante de 5g 4 40 g, on génére une augmentation de la

capacité absolue de rétention de 40 %.

Le seuil de coupure des différentes familles de TGs en fonction de leur NP est le
suivant : passage des TGs satur€s et mono-insaturés a partir NP > 38, des di-insaturés et tri-

insaturés, a partir de NP > 42.

Le méme phénomeéne de solidification différentielle est observé avec cette épaisseur de

matériau filtrant.
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Figure -9 Evolution du coefficient de performance (perméat / MGLA initiale) pour une
filtration frontale sur une membrane d'oxyde d'aluminium (épaisseur 40 g), & 1 minute en

fonction du N° du pic.

Le calcul du SFC d’éluat obtenu sur couche d'oxyde d'aluminium d'épaisseurs 5 g et 40
g fait apparaitre une augmentation au début de la filtration, ce qui s'explique par le passage

des TGs a haut NP a travers la couche filtrante et la rétention des TGs & faible NP.
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Figure III-10 Evolution du SFC pour le perméat sur une couche doxyde daluminium

d'épaisseur 5 et 40 g dans le module "Amicon" en fonction du temps.

La diminution du SFC du perméat qui suit cette augmentation initiale est due a la
saturation des sites d'adsorption de l'oxyde d'aluminium, et sa couverture progressive par une
pellicule dhuile qui constitue une seconde membrane complétement différente en termes
d'hydrophobicité. Par ailleurs, la couche mince (5 g) d'oxyde d'aluminium présente une

capacité absolue de rétention qui est égale & sa capacité de passage 0,77 %lcm® |, alors que la
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couche épaisse (40 g), a une capacité de rétention (1,03 %) nettement inférieure a sa capacité

de passage (1,63 %)

1I1-2.2. Percolation sur couche d'oxyde d'aluminium G, sur module d'ultrafiltration
""Amicon"', en écoulement libre

Nous avons également fait des essais de percolation sur le module "Amicon" équipé

avec une barriére en oxyde d'aluminium G (poudre d'oxyde d'aluminium + CaSOy). Le
premier but de ces essais a été de préparer une couche plus compacte afin de déterminer le
rdle de ce paramétre mécanique concernant la barriére. Par ailleurs, cette formulation rend
plus facile et plus reproductible la préparation des couches : en effet, les couches filtrantes a
base de poudres d'oxyde sont trés difficiles & préparer et leur épaisseur n'est, de fait, jamais
homoggne. L'oxyde d'aluminium G a permis d'avoir une surface homogene, trés compacte,
générant une filtration trés lente : les premiéres gouttes sont sorties aprés 35 minutes, et le

volume final récupéré est de 5 ml seulement.

Les premiéres gouttes d'éluat (aprés 1 mn de percolation) montrent la rétention des
TGs a petits NP (pics 1 & 11 et pics 36, 37). Aprés 30 minutes et plus nettement encore aprés
40 min, seuls les TGs "moyens”, traversent la couche filtrante. On observe alors la rétention
des molécules triglycéridiques petites (pics 1 & 8) et grosses (pics 24 a 39). Les TGs de tailles
moyennes (pics 9 a 23) passent a travers la couche. Le phénomeéne de partition de MGLA sur
I'alumine G est donc particulierement complexe et par la suite, nous ne nous intéresserons
plus a ce type de couche filtrante, essentiellement a cause de la lenteur de la percolation. La
capacité absolue de rétention est trés élevée : 1,9 %/cm” en début de filtration, puis 1,1 %/cm’
en fin de filtration.

Le SFC de I'éluat obtenu varie de la méme fagon que ceux réalisés sur des couches
d'oxyde d'aluminium simple d'épaisseur 5 et 40 g. Il y a augmentation du SFC de I’éluat au
début de la filtration (passage des TGs a haut NP et rétention des autres), puis diminution en

cours de filtration, pour les mémes raisons que précédemment (figure T1-12).
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Evolution du coefficient de performance (€luat / MGLA initiale) pour une

filtration frontale sur couche d'oxyde d'aluminium G, & 1 minute et 25 minutes en fonction du

N° du pic.
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Figure II-12 Evolution du SFC pour I’¢luat filtré sur une couche d'oxyde d'aluminium G dans

le module "Amicon" en fonction du temps.
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I11-2.3. Percolation sur couche d'oxyde d'aluminjum, sur module de laboratoire sous
faible pression motrice

Pour augmenter la surface de la couche filtrante, nous avons utilisé le module
"laboratoire” qui permet un diamétre de membrane de 90 mm et une surface de 63,6 cm’ .
Nous utilisons une faible pression motrice (0,1 bar) pour augmenter le débit de filtration (5,6
mi/min). Le comportement global des TGs en fonction de leur taille moléculaire présente le
méme profil que précédemment, mais les coefficients de performance - donc lintensité du
phénomeéne de partition - sont plus grands que ceux observés sur couche d'oxyde d'aluminium
dans le module "Amicon". Au début de la percolation, on met nettement en évidence la
rétention des petits TGs (pics 1 2 17) et passage a partir du pic 18 (NP = 40). Au cours du
temps, le phénomene de filtration s'atténue : on observe un décalage au niveau des TGs

retenus aprés 15 minutes, et en fin de la filtration, il y a passage des tous les TGs dans 1'éluat.

Le seuil de coupure des différents TGs en fonction de leur NP est le suivant : on note
le passage des TGs saturés, mono-insaturés, di-insaturés et tri-insaturés, respectivement 2

partir de NP > 3§, 40, 42, et 42.

Le phénoméne de solidification rapide spontanée, observé pour les premiers

échantillons prélevés, confirme visuellement la rétention des petites molécules.

La capacité absolue de rétention de la couche d'oxyde d'aluminium (80 g) avec le module
laboratoire est de 2 %/cm®, mais 2 la fin de la filtration, il diminue largement pour atteindre
0,34 %. Cette forte diminution peut étre due a l'utilisation de la pression qui force en fin

d'expérience I'ensemble des TGs & travers la couche filtrante.

L'observation des courbes de SFC d'éluat pour l'alumine 80 g montre une
augmentation forte (45%) au début de la filtration, phénomene di au passage des TGs & haut
NP et 2 la rétention des autres. A partir de 30 minutes, on observe une Iégére diminution du
SFC de I'éluat par rapport a l'initial. Ceci est dG & l'inversion de tendance : plusieurs TGs a
faible NP traversent la membrane alors que des TGs saturés & haut poids moléculaire sont
retenus, comme MMM, LaMP, Lala$ (pic 23, NP = 42, PM = 722), PPP, MPS, LaSS (pic 35,
NP = 48, PM = 806) et PPS, SSM (pic 39, NP = 50, PM = 834).
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Figure III-13 Evolution du coefficient de performance (éluat / MGLA initiale) pour une
filtration frontale sur couche d'oxyde d'aluminium dans le module laboratoire, 2 1 minute et

100 minutes en fonction du N° du pic.
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Figure II-14 Evolution du SFC pour '€luat filtré sur une membrane d'alumine d'épaisseur 80

g dans le module "laboratoire” en fonction du temps.
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I11-2.4. Essais sur membrane "DURAPORE", sur module de laboratoire, en
écoulement libre

Nous avons réalisé une série de filtrations frontales de MGLA sur une membrane
"DURAPORE" dite hydrophile, afin de mieux comprendre le phénomene de filtration et de
comparer les résultats obtenus entre filtrations frontale et tangentielle. La membrane
"DURAPORE" a été adaptée sur le module de filtration frontale "laboratoire” (diametre 90
mm et surface 254,5 cm?). Elle est caractérisée par un diamétre de pores de 0,22 um. La
filtration est effectuée & une température de 45°C, sans agitation et sans pression. Le volume
de la charge initiale est de 350 ml et la durée de filtration est de 75 minutes. La filtration est
trés lente, les premiéres gouttes sortant du module aprés 20 minutes. Il est impossible d'utiliser
une pression motrice avec ce type de membrane, car la plus faible pression entraine le passage

quasi immédiat de I'ensemble de la charge.

Les résultats, en termes de coefficient de performance des TGs (€luat / MGLA initiale)
sont complétement différents de ceux obtenus par filtration tangentielle (voir chap. ). En
effet, en filtration frontale (figure III-14), nous observons deux comportements dés le début de

la percolation.

— Rétention : ce sont des TGs a poids moléculaires moyens (du pic 8 au pic 25). Quelques
TGs & haut NP sont aussi retenus (pics 29 et 35).
— Passage: les TGs a faible poids moléculaire (pics 1-4, 6-7) et des TGs 2 haut poids

moléculaire a partir du pic 26. Avec le temps, le pic 5 est également retenu.

Il n'y a pas une grande variation en fonction du temps de percolation, ceci est
partiellement dii a la faiblesse du débit de perméation. A la fin de I'expérience, seulement 35
ml ont traversé la membrane "DURAPORE". La capacité absolue de rétention de cette
membrane en filtration frontale est de 0,22 %/cm?) mais la capacité de passage des grosses
molécules est trés importante. Les seuils de coupure des différents TGs en fonction de leur

degré d'insaturation sont les suivants :

- pour le TGs saturés : 4 36 < NP <44, il y a rétention.

- Pour le TGs mono-insaturés : 4 NP < 40 rétention et a partir de NP > 42, passage dans le
perméat.

- Pour le TGs di-insaturés : & 36 < NP < 44 rétention.

- Pour le TGs tri-insaturés : NP > 46.
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Figure III-15 Evolution du coefficient de performance (€luat / MGLA initiale) pour une
filtration frontale sur membrane "DURAPORE" hydrophile, sans pression, & 1 minute et 75

minutes en fonction du N° du pic.

Le calcul du SFC conduit également une désacord entre les résultats issus de la
filtration tangentielle et ceux provenant de la filtration frontale. Le SFC du perméat tangentiel
diminue en fonction du temps, alors qu'il augmente par rapport a l'initial en filtration frontale.
Cette augmentation du SFC du perméat peut s'expliquer par le passage des TGs a haut NP.
Une telle inversion du phénomeéne de partition par rapport a la filtration tangentielle peut étre
dd 2 la cinétique lente de la filtration frontale, qui offre des temps de séjour au contact de la
membrane beaucoup plus grands, ce qui permet aux équilibres d'interaction de s'établir en
régime transitoire de longue durée. Au contraire, en filtration tangentielle, un régime
permanent s'établit rapidement, avec des couches de polarisation différentes du fait de leur

abrasion par le flux.
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Figure ITI-16 Evolution du SFC pour le perméat filtré sur une membrane "DURAPORE"

hydrophile dans le module "Amicon” en fonction du temps.

II1-2.5. Percolation sur couche d'acide silicique (SiO..nH;O)sur module de
laboratoire avec pression motrice

Ces essais ont été effectués avec de l'acide silicique (SIO;.nH,O) sous différentes
conditions expérimentales. L'un des points délicats a été de trouver la bonne méthode de
préparation de la couche afin de contrdler son compactage, dont les conditions influent
notablement sur les résultats obtenus en percolation. En effet, en utilisant 40 g d'acide
silicique et une force de compactage de 12 KN/m?, rien ne passe & travers la couche, méme
aprés trois heures de filtration. Il faut alors contraindre le passage de la MGLA, par
l'utilisation d'une pression motrice, ce qui a posé quelques probleémes. En effet, plusieurs
fuites ont été observées a cause de la fissuration de la couche sous une pression de 0,8 bar,
fissures qui ne peuvent &tre observées qu'a la fin de l'expérience. Une autre méthode de
préparation de la membrane a consisté & utiliser une plus faible quantité d'acide silicique (20
g) et une plus faible pression (0,1 bar). Dans tous ces cas, les résultats en termes de partition
de la MGLA sur ce type de matériau se sont avérés trés difficiles & interpréter. Les premiéres
gouttes d’éluat montrent une trés 1égére variation par rapport a la MGLA initiale : rétention
des petites molécules triglycéridiques et passage des grosses. En fonction du temps, ces

résultats deviennent variables et peuvent s'inverser de fagon aléatoire.

Pour mieux comprendre de tels résultats, il faut considérer la structure de la surface
l'acide silicique (SiO..nH;0), solide poreux dont la surface spécifique est inversement
proportionnelle 4 la taille des pores. Cette surface complexe est caractérisée par deux types

distincts de fonctions chimiques actives (voir bibliographie) : les silanols (Si-OH) et les

141



Chapitre III : Résultats et discussion

siloxanes (Si-O-Si). Ce sont les silanols qui conférent 2 la silice ses capacités d'adsorption et
qui sont les fonctions les plus réactives. L'eau d'hydratation est associée aux silanols de la
surface, si bien qu'il existe trois formes d'eau sur la surface de la silice : (1) eau faiblement liée
en quantité variable, qui peut étre enlevée par chauffage a 110°C, (2) eau fortement liée et qui
se désorbe par chauffage & 250-650°C , et (3) eau trés fortement liée que seul un chauffage &
1100°C élimine pour donner le siloxane. En chromatographie d'adsorption sur silice, il est
conseillé de chauffer la silice 2 110°C avant utilisation : de tels gels de silice, caractérisés par
une mono-couche d'eau li€e par liaison hydrogéne a la surface des silanols (Simpson, 1982)
donnent des résultats fiables et reproductibles. Quand cette silice est au contact de molécules
insaturées et polaires, une couche de ces molécules va s'adsorber sur la surface de silice. Dans
notre cas, lorsque 1'on s'intéresse a un triglycéride particulier, on peut considérer qu'il est
"dissous" dans la matrice des autres, qui en constituent en quelque sorte le solvant. Une telle
molécule peut étre plus ou moins polaire. La composition de la MGLA €tant complexe, il est
trés difficile d'expliquer ces types d'interactions sur l'acide silicique ou la quantité d'eau est
variable et non contrdlée. En effet on verra par la suite qu'en travaillant avec des gels de silice

présentant des tailles de particules bien définies et des quantités d'eau adsorbées controlées,

les résultats sont meilleurs.

Les SFC des éluats obtenus sur des couches 2 base d'acide silicique & différentes
épaisseurs : (20 g et 40 g) ne montrent pas de variations entre eux. L'épaisseur de la couche ne

joue pas un r6le important.

IT1-2.6. Percolation sur couche d'oxyde de Titane (TiO;), sur module de laboratoire
avec pression motrice

La percolation de 1a MGLA sur une couche a base d'oxyde de titane (T10,), d'épaisseur

de 40 g et sous une pression de 0,8 bar est une opération rapide. I.’€luat sort immédiatement et

le débit de percolation est alors de 6 mi/min.

L'évolution du coefficient de performance des TGs d’éluat par rapport a4 la MGLA
initiale est trés difficile a interpréter. La tendance générale est 2 la rétention des petites et des
grosses molécules triglycéridiques, et au passage des TGs a NP moyens. En fonction du temps
de percolation on observe des fluctuations aléatoires. Grossiérement, les graphes des
coefficients de performance obtenus sur couche d'oxyde de titane & 1 minute et ceux d'oxyde

d'aluminium a 25 minutes se ressemblent. Ceci traduirait le fait que la polarisation de la
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surface de la couche d'oxyde de titane est directe et beaucoup plus rapide que celle de I'oxyde

d'aluminium, et tout spécialement pour la couche a base d'oxyde d'aluminium G.

Coefficient de
Performance

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

N° pic

Figure TI-17 Evolution du coefficient de performance (€luat / MGLA initiale) pour une
percolation frontale sur une membrane d'oxyde de titane, sous une pression de 0,8 bar, aprés 1

minute en fonction du N° du pic.

Le calcul du SFC d’éluat obtenu sur couche d'oxyde de titane montre une diminution
qui peut étre due 2 la rétention des TGs a haut NP mais aussi des TGs a faible NP au début de

la percolation.

SFC %
b

70 t + t e f + g
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Figure II-18 Evolution du SFC pour I’éluat filtré sur une membrane & base d'oxyde de titane

dans le module "laboratoire".
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II1-2.7. Percolation sur couche d'oxyde de Zirconium (ZrQ,), sur module de
laboratoire en écoulement libre

La percolation frontale de MGLA sur une couche & base d'oxyde de zirconium (ZrO,)
d'épaisseur 80 g, sans pression, est également un processus rapide. L’éluat sort
immédiatement et le débit de percolation s'établit & 3 ml/min.

L'évolution du coefficient de performance des TGs de I’éluat par rapport 2 la MGLA
initiale est fonction du temps de percolation. Au début de la percolation, aucune variation n'est
observée par rapport a la MGLA initiale. Aprés 15 minutes de percolation, on observe la
rétention des petites et des grosses molécules triglycéridiques et le passage des TGs & poids

moléculaire moyens. La variation en fonction du temps de percolation donne des résultats trés

aléatoires et ininterprétables.

Le calcul du SFC de I’éluat obtenu sur couche d’oxyde de zirconium montre que le

SFC varie trés peu par rapport a l'initial : il n'y a quasiment pas de séparation des TGs.

IT1-2.8. Conclusion sur les essais sur les couches d'oxydes métalliques

Ces essais de percolation frontale de MGLA sur différents types de milieux filtrants
montrent la complexité du phénomeéne. En général, on observe une variation des mécanismes
de rétention entre les différents milieux filtrants plus ou moins hydrophiles. Pour les milieux
plus hydrophobes, il y a rétention des TGs & haut NP, alors que pour les milieux hydrophiles,
il y a passage de ces mémes TGs a haut NP. La partition des TGs sur les milieux filtrants
hydrophiles est trés complexe : elle est observée au début de la percolation, s'atténue par la
suite, puis s'inverse complétement. Tous les milieux filtrants hydrophiles ne donnent pas les
mémes résultats. C'est 'oxyde d'aluminium qui donne la meilleure partition, ce qui s'explique
par ses caractéristiques chromatographiques et sa capacité de rétention des molécules polaires

et insaturées.

Comme nous observons de grandes différences de comportement vis a vis des
molécules triglycéridiques entre les oxydes des 4 €éléments aluminium (Al), silicium (Si),
titane (Ti) et zirconium (Zr), nous avons cherché a expliquer ces particularités par des
considérations déduites de la classification périodique des €léments. Leur structure
électronique est la suivante : I'aluminium, groupe II A (n°13) masse atomique 26,98,
distribution électronique : 1s* 2s’ 2p6 3s?3p', le silicium, groupe IV A (n°14), masse atomique

28,089, distribution : 1s® 2s? 2p® 3s? 3p?, le titane, groupe IVB (n°22), masse atomique 47,90,
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distribution : 1s” 2s% 2p° 3¢ 3p° 3d” 4s”, et enfin le zirconium, période 5, groupe IVB, (n°40).

masse atomique 91,22 et distribution : 1s>2s% 2p°3s?3p°®3d'® 4s™4p® 4d” 5s°.

Ces structures électroniques sont voisines et ne permettent pas dexpliquer les
variations de rétention par les différentes couches filtrantes hydrophiles, mis & part I'aptitude &
engager des liaisons hydrogéne, qui jouent un rdle prépondérant dans les interactions entre
couches filtrantes et molécules en fonction de leur polarité et de leur degré d'insaturation.
L'explication est donc plutdt & rechercher dans I'énergie des liaisons M - O que peuvent
engager ces divers métaux. Cette énergie est fonction de la structure €lectronique de I'élément,
directement, et indirectement par le biais de la taille de l'ion correspondant. Cet élément va
bien dans le sens d'une meilleure polarisabilit€é de la liaison Al - O par rapport aux autres
liaisons M - O considérées. Un calcul plus précis de ces énergies de liaison métal-oxygéne

pourrait permettre d'aller plus avant dans I'explication.

II1-3. Percolation frontale d'un mélange d’huile sur différents supports.

Pour des raisons historiques liées au passé des programmes de recherche du
laboratoire, nous avons d'abord réalisé l'étude de la partition des TGs de la MGLA sur
membrane, mais un tel phénomeéne ne peut étre strictement spécifique aux TGs de cette
graisse particulic¢re et complexe. II était donc intéressant de valider nos résultats sur une huile,
et pour ne pas retomber dans les spécificité de chaque huile naturelle, nous avons cherché a en
équilibrer le contenu triglygéridique dans les différentes classes de TGs en utilisant un
mélange d’huile. Cette huile est caractérisée par la présence de 27 pics seulement, chaque pic
correspondant la plupart du temps a 1 seul TG ou au maximum & deux. La composition du
mélange d’huile est présentée dans le tableau (III-2).

Ceci peut faciliter I'interprétation des interactions entre TGs et membrane et TGs entre
eux. Dans le cas du mélange d’huile, il est possible d'identifier les TGs pour chaque huile
individuelle (pépins de raisin, lin, olive, et huile de coprah hydrogénée) par la comparaison
des NP et I'injection des TGs standards. Par rapport a la MGLA, elle est trés riche en TGs
poly-insaturés (60 %), dont sont tres riches les huiles de base utilisées : lin, pépins de raisin,
olive.

L'étude de la partition des TGs de mélange d’huile a été étudi€e seulement sur le
module "laboratoire”, équipé d'une membrane a base d'oxyde d'aluminium, oxyde de titane,

acide silicique, et oxyde de zirconium.
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Tableau III-2 Identification des TGs d’un mélange d’huile

N° pic Tr Nom % Aire de pic NP TCN
(min)
1 6,417 ccc 0,66 30 30,00
2 7,617 LaCC 4,02 32 32,00
3 9,267 Lal.aC 5,26 34 34,00
4 10,100 LnLnLn 9,77 36 34,74
5 11,333 Lal.ala 5,42 36 36,00
6 12,367 LLnLn 3,63 38 36,44
7 14,267 Lalal, LaCO 3,29 38 37,28,37,40
8 14,500 Lal.aM 0,7 38 38,00
9 15,367 LLLn 0,63 40 38,14
10 15,833 OLnLn 3,35 40 38,61
11 16,600 PLnLn 0,99 40 39,16
12 18,217 Lal.aO 1,92 40 39,45
13 19,000 LLL 19,32 42 39,84
14 19,7 LaMM 0,79 40 40,00
15 21,233 OLLn 0,33 42 40,31
16 21,383 PLLn, SLnLn 0,34 42 41,16
17 23,617 MMM 1,00 42 42,00
18 24,950 OLL 7,28 44 42,01
19 26,383 OOLn 4,84 44 42,48
20 26,95 PLL 0,49 44 42,56
21 30,883 PPLa 0,29 44 44,00
22 33,100 OOL 3,22 46 44,18
23 34,750 SLL 3,14 46 44,56
24 40,633 POL 0,13 46 44,73
25 43,617 000 13,35 48 46,35
26 46,783 OOP, SOL 5,26 48 46,90, 46,70
27 62,683 PSO 0.48 50 49,45

H1-3.1. Essais sur couche d'oxyde d'aluminium, sur le module de laboratoire en
écoulement libre

La percolation de mélange d’huile sur une couche 2 base d'oxyde d'aluminium standard

(80 g) dans le module laboratoire, en écoulement libre et a température constante de 45°C, est

caractérisée par une partition des TGs entre [’éluat et la charge initiale. La percolation est

rapide : débit de 8,3 ml/min, et toute la charge initiale passe a travers la membrane aprés

environ 60 minutes. La percolation est conduite deux fois dans les mémes conditions et

chaque échantillon est analysé deux fois. Les résultats présentés sont les moyennes des deux

essais et le coefficient de variation ne dépasse pas 3 %.

Au bout d’une minute de percolation, nous observons deux comportements sur la

membrane :
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— rétention globale des TGs a faible NP (pics 1 a4 8),
— passage général de TGs a grand NP a partir du pic 9 a 27. Quelques exceptions sont

observables sur les pics 12, 14 et 17.
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Figure II-19 Evolution du coefficient de performance (éluat / mélange d’huile initial) pour

une percolation frontale sur une couche d'oxyde d'aluminium, & 1 minute et 60 minutes en

fonction du N° du pic.

Aprés 15 minutes de percolation, presque tous les TGs traversent la membrane 2
I'exception des pics suivants : pic 4 (LnLnLn), pic 13 (LLL) et pic 25 (O0QO), c'est 2 dire les
TGs homogenes tri-insaturés.

Nous avons essayé de relier ce phénoméne de partition en début de percolation au
calcul de I'indice de non-polarité (INP) proposé par Van der Waal (1985). Les calculs des INP

sont donnés dans le tableau (III-3).
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Tableau IMI-3 Caractéristiques des TGs d'un mélange d’huile (PM = poids moléculaire ; ND =

nombre de doubles liaisons ; INP = indice de non-polarité : HA = hydrophobicité apparente)

N° pic Nom NP ND PM INP H.A
1 CCC 30 0 554 60,94 60,94
2 LaCC 32 0 582 67,90 67,90
3 LaLaC 34 0 610 75,23 75,23
4 LnLnLn 36 9 872 165,70 16,57
5 Lal.ala 36 0 638 82,94 82,94
6 LlnLn 38 8 874 166,06 18,45
7 Lal.al, LaCO 38 2,1 718 107,7 35,90
8 Lal.aM 38 0 666 99,90 99,90
9 LLLn 40 7 876 166,44 20,80
10 OLnLn 40 7 876 166,44 20,80
11 PLnLn 40 6 850 155,83 22,26
12 Lal.aO 40 1 720 108,00 27,00
13 LIL 42 6 878 166,82 23,83
14 LaMM 40 0 694 99,50 99,50
15 OLLn 42 6 878 166,82 23,83
16 PLLn, SLnLn 42 5,6 865 164,40  27.40; 23,50
17 MMM 42 0 722 108,30 108,30
18 OLL 44 5 880 167,20 27,86
19 OOLn 44 5 880 167,20 27,86

20 PLL 44 4 854 156,57 31,32

21 PPLa 44 0 750 117,50 117,50
22 OOL 46 4 882 167,60 33,52

23 SLL 46 4 882 167,60 33,52

24 POL 46 3 856 156,94 39,24

25 000 48 3 884 168,00 42,00

26 OOP, SOL 48 2,3 871 159,70 53,23, 39,93
27 PSO 50 1 860 157,67 78,83

La couche a base d'oxyde d'aluminium standard a la capacité de retenir des TGs avec
INP < 110 et permet le passage des TGs avec INP > 110. En effet l'indice de non polarité est
un des moyens possibles pour le calcul de 'hydrophobicité d'un TG. Plus I'INP est grand, plus
la molécule est hydrophobe, et inversement, sans que l'on puisse parler de TG hydrophile,
mais plutdt d’hydrophobicité relative. La couche & base d'oxyde d'aluminium standard sépare
donc les TGs du mélange d’huile en fonction de leur hydrophobicité. Les TGs les moins
hydrophobes sont plus fortement adsorbés par I'oxyde d'aluminium que ceux qui présentent un
INP élevé. La structure d'un TGs a I'état solide est en diapason dite "Tuning fork". C'est une
structure dans laquelle les deux chaines extrémes sont orientées dans le méme sens, tandis que
la troisieme s'oriente dans le sens opposé. Selon Bursh ez al., (1968) et Dorset er al., (1978)

lorsque les TGs sont en solution, il y a libre rotation des liaisons dans la molécule. De plus, il
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est important de mentionner que les trois chaines ont la méme direction, en relation avec le
groupement du glycérol, quand les TGs sont a une interface polaire-apolaire. Cette
configuration permet une interaction maximum des chaines de glycéride avec la partie
apolaire qui leur fait face, et/ou une interaction maximum entre les trois atomes d'oxygéne des

fonctions ester et la couche filtrante hydrophile polaire.

La rétention des trois TGs poly-insaturés (OOO, LLL, LnLnln) & partir 15 minutes de
percolation peut étre due & leur conformation dans l'espace et & leur hydrophobicité, en
relation avec la remarque ci-dessus. En effet nous observons que ces TGs présentent le
volume le plus élevé pour un INP le plus élevé. Une exception cependant & cette particularité :
le pic 6 (LLnLn) qui présente un volume (voir Chap. V-6) et un INP €levés et qui n'est pas
retenu. A cette remarque pres, on peut interpréter l'inversion de comportement observé par la
modification de la couche filtrante apreés plusieurs minutes de percolation : elle est devenue
moins polaire & cause du tapissage de sa surface par des TGs orientés de telle sorte que la

surface externe ne "voit" que les chaines polaires (figure III-19).

Il convient donc de distinguer une couche d'oxyde d'aluminium vierge de celle qui
prévaut aprés qu'il y ait eu formation d'un dépét de TGs "hydrophiles" sur la surface de la
couche, et a I'intérieur des pores, phénomene qui génére de nouvelles caractéristiques pour la
membrane. Les TGs les moins hydrophobes sont donc fixés sur la couche d'oxyde
d'aluminium par liaison hydrogéne et également par la présence de dipdles permanent sur ces
molécules. Les TGs les plus hydrophobes vont alors entrer en relation avec cette nouvelle
couche, en engageant différents types d'interactions : hydrophobe, Van der Waals, et quelques

liaisons hydrogéne

Début de la Apres 15 minutes
filtration de filtration
Figure II-20 adsorption des TGs sur une surface d'oxyde d'aluminium. (----: laison

hydrogéne)
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111-3.2. Essais sur couche d'acide silicique, sur module de laboratoire avec pression
motrice

Le mélange d’huile a été filtré sur une couche d'acide silicique (40 g) avec une

pression de 0,8 bar et a une température de 45°C. La percolation est effectuée sur le module

"laboratoire”, le débit constaté est de 2 ml/min.

La partition des TGs a travers l'acide silicique semble s'effectuer plus en fonction de
leur encombrement stérique, plutdt que de leur poids moléculaire ou de leur I'hydrophobicité.
En effet les TGs avec NP < 42 (di-insaturés) sont généralement retenus (figure III-20) par
l'acide silicique, alors que les TGs avec NP > 42 passent a travers la couche. Cela s'apparente
a ce que l'on observe en chromatographie liquide phase normale, ou la séparation des
différentes molécules est fonction du nombre de carbone et non de la présence ou de I’absence

de double liaison.

III-3.3. Essais sur couche d'oxyde de titane, sur module de laboratoire avec pression
motrice

La percolation du mélange d’huile sur une couche a base d'oxyde de titane (40 g) est

effectuée dans les mémes conditions que précédemment. La percolation est rapide, elle dure

120 minutes, avec un débit de 2,5 ml/min.

Pendant toute la percolation du mélange d'huile, nous observons deux comportements
vis a vis de la couche d'oxyde de titane (figure ITI-21) : passage de tous les TGs, a I'exception
des pics 13, 18, 22, 25, et 26, (LLL, OLL, OOL, OO0, OOP), c'est a dire des NP élevés (a
partir 42). 1] s'agit donc d'une partition qui n'a rien a voir avec le poids moléculaire, et qui

semble ne dépendre que de la structure.
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Figure III-21 Evolution du coefficient de performance (éluat / mélange d’huile initial) pour

une percolation frontale sur couche d'acide silicique, & 1 minute et 105 minutes en fonction du

N° du pic.

III-3.4. Essais sur couche d'oxyde de zirconium, sur module de laboratoire avec
pression motrice

La percolation du mélange d’huile sur une couche a base d'oxyde de zirconium (80 g)

est conduite a 45°C, avec seulement 0,1 bar de pression motrice. Le débit de percolation est

constant et fort : 6,7 ml/min. Comme ci-dessus, nous observons deux comportements des TGs

sur la couche d'oxyde de titane : passage de tous les TGs, & 'exception de pics 4, 13, 15, 22, et

24 (LnLnLn, LLL, OLLn, OOL, OOP).

D'une maniére générale, aprés "polarisation” du support filtrant, ce sont les TGs tri-

insaturés qui semblent étre retenus préférentiellement,.
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Figure III-22 Evolution du coefficient de performance (€luat / huile formulée initiale) pour
une percolation frontale sur une couche d'oxyde de titane (40g), & 1 minute et 120 minutes en

fonction du N° du pic.

HI-3.5. Conclusion des essais sur le mélange d’huile

Le but de lutilisation de Thuile formulée est de faciliter la compréhension des
Interactions entre les molécules de TGs et les différentes couches filtrantes. En effet, la
composition de T'huile formulée est plus simple que la MGLA et chaque pic dans le
chromatogramme correspond & un TGs ou deux maximum.

La rétention des TGs de 'huile formulée est non seulement fonction du temps de
percolation et de la couche filtrante (épaisseur, composition) mais aussi des caractéristiques
des molécules des TGs : longueur des chaines hydrocarbonées, degré d'insaturation,

voluminosité et indice de non-polarité.
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La rétention des TGs sur une couche d'oxyde d'aluminium est fonction de I'indice de
non polarité. Les TGs avec indice de non-polarité < 110 sont retenus et les TGs avec INP >
110 passent. Mais sur une couche d'acide silicique, la rétention s'effectue plutdt en fonction de
leur encombrement stérique plutdt que de leur poids moléculaire. Sur des couches d'oxyde de
titane et d'oxyde de zirconium, le phénoméne de partition est moins net que sur les matériaux
précédents, la rétention est fonction de la présence de doubles liaisons et non du poids
moléculaire.

Tous les milieux filtrants hydrophiles ne donnent pas les mémes résultats. C'est 'oxyde
d'aluminium qui donne la meilleure partition, ce qui s'explique par ses caractéristiques
chromatographiques et sa capacité de rétention des molécules polaires et insaturées. En
général, les surfaces métalliques sont considérées comme hydrophiles et ceci a été confirmé
par la mesure des angles de contact (0) sur des surfaces de Ti, Al, Cr, Ni et Cu (Williams et
Williams, 1988) mais ce caractére hydrophile est différent selon le métal. L'oxyde

d'aluminium est moins hydrophile que le métal Al

A noter le r6le important du temps de percolation, ol un dép6t des TGs est formé a la
surface de la membrane et méme a l'intérieur des pores, jouant ainsi le rdle d'une deuxiéme

membrane superposée a la premiére et possédant de nouvelles caractéristiques.
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IV- Percolation frontale sur colonne, études des éluats et des adsorbats

IV-1. Etude des éluats obtenus en percolation frontale

Les résultats observés dans le chapitre précédent (percolation en "couche plate"),
montrent I'existence d'une partition des TGs sur les différents supports. Cette partition est
particuliérement complexe pour la MGLA. L'utilisation d'une huile formulée a montré son
intérét en fournissant différents modeles de partition en fonction, non seulement des
caractéristiques des supports, (caractére plus ou moins polaire) mais aussi de la composition
triglycéridique: son hydrophobicité, sa voluminosité, sa saturation, son poids moléculaire.

Pour mieux expliquer la partition de la matiére grasse sur différentes couches, nous
avons décidé de simplifier encore le montage de percolation frontale, en travaillant avec une
colonne figurant en quelque sorte, une "couche épaisse”. Une pompe est utilisée pour
accélérer la percolation. Le but est de mieux comprendre les différents modeles de partition et
de mieux appliquer les différentes théories de rétention décrites en chromatographie liquide.
De plus, certaines couches utilisées dans cette partie présentent différentes polarités, cela va
nous rapprocher de la HPLC en phase inversée, dans laquelle les supports présentent des

caractéres non polaires et sur lesquels d'autres types d'interactions vont intervenir.

IV-1.1. Percolation de la MGLA sur colonne de microbilles de verre (150-2121um)
nues.
La percolation de la MGLA sur une colonne en verre de diamétre lcm, remplie de

microbilles de verre (150-212 pum) est réalisée 2 une température constante de 45°C ; la
quantité de microbilles utilisées est de 30 g, la hauteur est de 32 cm et le débit d'entrée de la
MGLA dans la colonne est de 0,9 ml/min.

Comme il est impossible de mettre la pompe péristaltique & l'intérieur de I'étuve a
45°C, la MGLA peut subir une légére cristallisation avant d'entrer dans la colonne. Nous
avons donc augmenté€ la température par l'application d'air chaud ventilé dans l'environnement
de la pompe, ce qui permet d'éviter toute cristallisation.

Les premiéres gouttes de MGLA sortant de la colonne aprés passage sur une couche
épaisse de microbilles de verre (150-212 um) sont caractérisées par la rétention des TGs &
faible NP (26 a 40) et le passage des TGs a partir du pic 19 (NP = 40, PM = 694, (TGs
saturés), et NP = 42, PM = 878, (TGs tri-insaturés comme LLL). Ce phénoméne est observé

jusqu'a la fin de percolation et le passage de 100 ml de MGLA.
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Figure IV-1 Coefficient de performance éluat / MGLA initiale en percolation sur une couche

épaisse de microbilles des verres (150-212 um), a 1 minute.

Le seuil de coupure pour les différents TGs en fonction de leur insaturation est le
suivant : NP = 40, PM = 694 pour les TGs saturés, et NP = 42, 40, 42 avec des poids
moléculaires de 753, 760 et 878, pour les mono-, di, et tri-insaturés. La capacité de passage
des gros TGs est de 1,55 % / cm?. La variation totale des TGs sur un support en microbilles de
verre (150-212um) est de 2,6% / cm®

Les mémes résultats sont observés sur des microbilles de verre de taille plus grosse
(212-300um), sous les mémes conditions expérimentales, mais les coefficients de
performance sont plus faibles, ce qui est dii 4 la diminution de la surface de contact entre la
MGLA fondue et les microbilles. La variation totale des TGs sur un support en microbilles de
verre (150-212um) est de 1,42 %/cm?, et la capacité de passage des gros TGs n'est plus que de
0,57 %lcm?.

Les microbilles de verres sont considérées comme un support imperméable & la phase
liquide, sur lequel on dépose une fine couche d'adsorbant a caractére hydrophobe variable. Le
chemin a parcourir par diffusion dans la phase stationnaire est faible et les colonnes obtenues
ont une grande efficacité, les pertes de charge étant peu importantes. Elles sont toutefois
difficiles a préparer de facon reproductible.

La premicre clé d'explication de la rétention est l'indice de non-polarité (INP), qui
n'augmente pas linéairement en fonction de n° du pic (voir chapitre suivant) : il se décrit en 4
droites qui correspondent aux différents groupes des TGs : saturés, mono, di et tri-insaturés

(I'INP augmente avec l'insaturation). La considération de I'INP pour expliquer la rétention des
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TGs sur les microbilles de verre nues ne conduit pas 4 une explication simple. Toutefois, il
existe un seuil de coupure a partir duquel il y a passage ou rétention des TGs (pic 18). L'INP
seuil 2 partir duquel il y a passage est différent en fonction du groupe de TGs : respectivement
91, 113, 130, et 167 pour les TGs saturés, mono, di, et tri-insaturés, La deuxiéme clé est
I'hydrophobicité apparente (HA) qui se différencie en fonction du groupe de TGs :
respectivement 91, 50, 36, et 30 pour les TGs saturés, mono, di, et tri-insaturés. En effet, la
polarité ou non polarité des TGs en fonction de leur degré d'insaturation joue un rdle
important dans la rétention. Il n'existe pas un seul seuil de coupure mais plusieurs. Ceci peut
étre dii aux autres facteurs, comme la taille des molécules (NC) leur poids moléculaire (PM),
leur conformation dans l'espace donc leur voluminosité, et leur énergie potentielle.
Le SFC de I'éluat obtenu sur les microbilles de verre augmente léggérement en
fonction du temps par rapport 2 la MGLA initiale (figure IV-2).
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Figure IV-2 SFC de 1'éluat obtenu sur des microbilles de verre (150-212 um) nues, en fonction

du temps.

Dans le cas de la percolation de la MGLA sur les microbilles de verre nues, on observe le
passage des TGs & haut NP et la rétention des TGs a bas NP. En plus, selon Lavigne (1995),
dans les thermogrammes, les TGs qui sont présents dans l'ensemble & bas point de fusion sont
: POO (NP = 48), BuPO (NP = 36) et BuOO (NP = 36). Pour les points de fusion moyens, ce
sont : BuPP (NP = 36) et PPO (NP = 48) et pour le pic a hauts points de fusion , PPP (NP =
48) et PPO (NP = 48). Les pics a bas et moyens points de fusion sont souvent confondus en un
seul pic dans le courbe de fusion de la MGLA obtenue par DSC. Certains TGs jouent un réle

primordial dans la variation du SFC et des propriétés physiques qui en découlent pour la
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MGLA (Bornaz, 1995). C'est le cas pour de légéres vanations de PPP et de MMM qui
influencent fortement le SFC de 1a MGLA.

IV-1.2. Percolation de la MGLA sur couche épaisse de microbilles de verre (150-
212um) avec couche d'imprégnation de silicone SE 30 et SE 52
Le dépét de silicones tels que SE 30 et SE 52 sur la surface des microbilles de verre
(150-212 pum) permet de mieux étudier l'effet de l'augmentation de I'hydrophobicité de la
couche de percolation sur la rétention des TGs. Le Silicone SE 30, composé de 100% de
méthyl-gomme (E801) a une apolarité assez forte (degré 5). Le silicone Se 52 est composé de
95% de methyl-gomme et 5% de phenyl-gomme (voir Méthodes et Matériels), et présente une

apolarité plus faible (force 8 du Catalogue Chrompack).

Nous avons utilisé quatre concentrations de silicone SE 30 et SE 52 (entre 0,1 % a 10
%). La méthode de préparation des microbilles des verre imprégnées avec différentes

concentrations de SE 30 et SE 52 est détaillée en Méthodes et Matériels.

1V-1.2.1. Imprégnation 2 0,1 % de Silicone SE 30

En augmentant 1égérement 1'hydrophobicité du support microbilles de verre avec 0,1 %
de silicone SE 30, on observe la rétention des TGs correspondant aux pics 7 a 18 (34 < NP <
40 (di-insaturés)) et passage des TGs 19 & 39 (40 < NP < 50) ainsi que 2, 3, 5 et 6 (figure I'V-
3).

Les seuils de coupure pour les différentes classes de TGs sont peu différents de ce qui
a été observé sur billes de verre nues. En augmentant I'hydrophobicité du support, les seuls
TGs qui varient sont les petites molécules, pour lesquelles on constate une inversion. Elle
n'affecte pas globalement le phénomeéne de rétention, ce qui peut étre dit au faible pourcentage
de la surface des microbilles couvertes par le silicone SE 30. En effet, les angles de contact
d'une goutte d'huile sur une lame de verre imprégnée avec 0,1 % SE 30 et sur la méme lame

de verre nue sont trés voisins : 22,8° et 22,7°.

IV-1.2.2. Imprégnation avec 0,1 % de Silicone SE 52
Le passage de la MGLA sur une colonne remplie de microbilles de verre imprégnées
avec 0,1 % SE 52 s'effectue dans les mémes conditions que précédemment. Le passage de la
MGLA a travers le support est trés lent : le débit d'entrée varie de 0,80 ml/min a 0,40 ml/min.
Le méme phénomene est observé (figure IV-4) qu'avec l'imprégnation avec SE 30 a

I'exception des TGs avec de NP > 48 qui sont retenus par le support. Aprés 5 minutes de
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percolation, il y a inversion partielle du phénoméne, et rétention de toutes les grosses
molécules.

Cette inversion semble étre due a I'augmentation de 'hydrophobicité des microbilles de
verre, ce qui dépend du pourcentage de la surface des microbilles couvertes par le silicone SE
52. En effet, I'angle de contact d'une goutte d'huile sur une lame de verre imprégnée avec 0,1%

SE 52 est significativement plus grand que sur une lame de verre nue (32,4° au lieu de 22,7°).
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Figure IV-3 Coefficient de Performance éluat / MGLA initiale sur microbilles de verre (150-

212pum) imprégnées avec 0,1 % SE 30, a) 1 minute et b) 5 minutes de percolation en fonction

du N° du pic.

A partir de 5 minutes, il y a rétention des grosses molécules qui sont caractérisées par
une hydrophobicité élevée, et sont donc capables d'engager des interactions hydrophobe-
hydrophobe avec exclusion des molécules moins apolaires. Au cours des premieres minutes,
le temps de contact entre le support imprégné et les molécules de TGs n'est pas assez long
pour permettre la stabilisation d'une deuxieéme couche de TGs hydrophobes. C'est I’inverse de

ce qui se passe sur microbilles de verre nues. En effet, nous pouvons supposer que les
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microbilles de verre imprégnées de silicone SE 52 et SE 30 ressemblent a une phase
stationnaire (apolaire), utilisée en CLHP en phase inversée : les molécules apolaires sont
celles qui seront les plus retenues par une phase stationnaire apolaire, alors que les moins

apolaires sont éluées en premier par la phase mobile.
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Figure IV-4 Coefficient de Performance éluat / MGLA initiale, sur microbilles de verre (150-
212pm) imprégnées avec 0,1% SE 52 a) début de la percolation b) a 5 minutes en fonction du

N° du pic.

IV-1.2.3. Différentes imprégnations plus importantes des microbilles de verre (150-
212pm) avec du silicone SE 30
Au vu des résultats obtenus avec des faibles imprégnations des microbilles de verre, le
taux d'imprégnation a été augmenté a 1, 5 et 10 % de silicone SE 30. La quantité de
microbilles de verre mises en oeuvre a été la méme pour les trois imprégnations, et les mémes

conditions de percolation ont été appliquées.

Des résultats similaires sont obtenus pour 1 % et 5 % de SE 30 (figure IV-5) : rétention

des TGs petits (pics 1 a 7) et gros (pics 18 & 39) et passage des TGs moyens (pics 8 4 17). lI
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existe, en effet, deux points de coupure : & NP > 34 (saturé), il y a passage des TGs et a NP =
40 (saturé), il y a rétention.

Comme en chromatographie d'exclusion sur colonne, on peut considérer que les petites
molécules triglycéridiques sont retenues en raison d'un effet stérique : les petites molécules,
dont la polarité est la plus élevée, en contact avec une surface apolaire, se disposent
probablement en position “trident”, les chaines carbonées orentées vers la surface
hydrophobe. Les gros TGs sont retenus également par le biais d’interactions hydrophobes. Par
contre, les TGs moyens (MCT : medium chain triglycerides) sont dans une situation
intermédiaire : d’une part, les chaines ne sont pas assez longues pour interagir fortement avec
la surface, d’autre part, elles sont trop longues pour prendre une conformation "trident"
analogue aux trés petits TGs.

Avec 10 % d'imprégnation, on observe le méme phénomeéne (figure IV-5), mais la
quantité de TGs passant a travers le support augmente : les TGs qui passent correspondent aux
pics 8 4 29 (36 < NP < 46). En comparant la surface totale active des microbilles plus ou
moins imprégnées (voir matériels et méthodes), on observe que la surface ne varie pas méme
si la taille des microbilles augmente trés légérement. Mais l'effet de l'imprégnation (% SE)
conduit a I'élargissement des classes de TG qui traversent facilement le support, c'est a dire la

plage des MCT. Plus la couche est hydrophobe, plus cette plage MCT transmise est large.

Tableau IV-1 Capacité d'adsorption et de passage des TGs sur des supports en microbilles de

verre imprégnées a différents concentrations 1 %, 5 % et 10 % de SE 30.

SE 30 0,1 % 1% 5% 10 %

Coefficient de Performance total (%/cm?)| 2,60 3,00 3,30 3,55
Capacité rétention (%lcm®) 1,40 1,90 2,60 3,00
Capacité de passage (%olcm®) 1,20 1,10 0,70 0,55

Le SFC de I'éluat a été étudié pour les trois différentes imprégnations des microbilles
de verre avec les silicone SE 30 (1 %, 5 % et 10 %) : on observe dans tous les cas une
diminution du SFC de 'éluat par rapport & la MGLA initiale (figure IV-6). C'est l'inverse de
I'évolution du SFC obtenue sur les microbilles de verre nues, mais conforme aux données de
l'analyse de composition. La rétention de PPP (2%) peut étre en partie responsable de la

diminution du SFC de I’¢luat en fonction du temps de percolation.
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Figure IV-5 Coefficient de Performance éluat / MGLA initiale, sur microbilles de verre

imprégnées en début de percolation a) 1 % SE 30 b) 5 % SE 30 ¢) 10 % SE 30.
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Figure IV-6 SFC % de I'éluat obtenu sur des microbilles de verre imprégnées avec du silicone

SE 30 en fonction du temps a) 1 % SE 30 b) 10 % SE 30 en fonction du temps.

1V-1.2.4. Différentes imprégnations de microbilles de verre (150-212um) avec du
silicone SE 52
Comme vu précédemment, le silicone SE 52 est théoriquement moins apolaire que le
silicone SE 30 et les résultats obtenus sur microbilles de verre imprégnées avec 0,1 % SE 52
sont trés intéressants. En effet, une surface imprégnée avec 0,1 % SE 30 parait moins
hydrophobe que la méme surface imprégnée avec 0,1 % SE 52, ce qui peut paraitre
contradictoire. Nous avons donc augmenté le degré d'imprégnation de silicone SE 52 a1, 5 et
10 % pour vérifier cet effet d'augmentation de I'hydrophobicité du support, possiblement liée 2
la proportion de la surface polaire des billes de verre recouvertes par le silicone apolaire.
Les trois imprégnations, 1, 5 et 10 % de SE 52, donnent les mémes résultats, et on
observe deux phénomeénes (figure IV-7) :

— Passage des TGs (petits et moyens) 26 (saturé) < NP < 38 (di-insaturés)
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— Rétention des gros TGs, a partir de NP 38 (mono-insaturés).

Cette différence des résultats entre les silicones SE 30 et SE 52, est fonction de leur
hydrophobicité. Le silicone SE 30, plus hydrophobe que le SE 52 a cause de la présence dans
ce dernier des 5% de groupements phényl, s'étale moins bien sur la surface des microbilles de
verre. Certaines régions du support restent alors nues, zones sur lesquelles les petits TGs
entrent en interaction. Cect ne peut pas se faire avec le silicone SE 52 (moins hydrophobe),
qui donc s'étale un peu mieux sur la surface des microbilles de verre, ce qui explique la
différence de comportement des petites molécules. Les TGs & grands NP sont quant a eux
retenus sur les microbilles de verre imprégnées avec SE 30 et SE 52 par le biais d'interactions
hydrophobes fortes sans empéchement stérique : l'interaction est stable dans le temps. En
effet, I'nydrophobicité du support entraine une inversion du phénomeéne de partition des TGs
de MGLA sur des microbilles de verre (150-212 um) imprégnées avec SE 52 par rapport aux

microbilles de verre nues.

Tableau IV-2 Capacité de rétention et de passage des TGs sur des supports en microbilles de

verre imprégnées a différents concentrations 1 %, 5 % et 10 % de SE 52.

SE 52 0.1% 1% 5% 10 %

Coefficient de Performance total (%/cm®) | 2,0 2,40 2,74 2,40
Capacité de rétention (%/cm? 1,40 2,00 1,97 1,00
Capacité de passage (%/sz) 0,60 0,65 0,77 1,40

Le SFC des éluats obtenus sur les microbilles de verre imprégnées avec le silicone SE
52 donne les mémes résultats que ceux obtenus avec SE 30 i différentes concentrations
(figure IV-8). La relation entre la composition des différents TGs avec le SFC est trés difficile
a faire, car on observe une rétention de TGs comme PPP mais en méme temps que POO et le
passage (ou la rétention) de TGs possédant a la fois une ou plusieurs chaines courtes ou

insaturées.
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Figure IV-7 Coefficient de Performance éluat / MGLA initiale, sur microbilles de verre (150-

212pm) imprégnées, au début de la percolation a) 1 % SE 52 b) 5 % SE 52 ¢) 10 % SE 52 en

fonction du N° du pic.
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Figure IV-8 SFC de 1'€luat obtenu sur des microbilles de verre imprégnées avec le silicone SE

52 en fonction du temps a) 1 % SE 52 b) 10 % SE 52 en fonction du temps.

IV-2. Etude de la MG résiduelle adsorbée sur un support, aprés percolation

Nous étudierons dans cette partie, les TGs adsorbés qui restent fixés sur le support a la
fin de la percolation. La méthode consiste donc & faire passer toute la charge sur les supports
par aspiration grice & une pompe a vide. En effet, une trés faible quantité de MG reste
adsorbée sur la surface des supports. La manipulation consiste & récupérer les supports 2 la fin

de la percolation, 2 les laver avec du dichlorométhane pour en extraire les TGs adsorbés.

IV-2.1. Influence de la nature du support
Différents supports ont €té utilisés pour réaliser la percolation. Les billes de verre sont
des supports pellicullaires qui ont la capacité d'étre recouverts avec une couche fine
d'imprégnation & différentes épaisseurs et a différents caractéres polaires. Nous avons utilisé
des billes de verre (150-212 pum) nues, puis imprégnées avec des silicones SE 30 oit SE 52 a

différentes concentrations. Ces supports dérivés des microbilles de verre ont été réalisés dans
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le but d'en faire varier le caractére polaire, afin d'étudier en fonction de cette caractéristique la
répartition par rapport a la MGLA initiale des TGs restant adsorbés apres 1'épuisement de la
charge.

Afin de caractériser I'hydrophobicité des surfaces utilisées, I'angle de contact sur lame
de verre soit nue, soit imprégnée a différentes concentrations, a €té mesuré (figure IV-9).
L'hydrophobicité du support augmente avec la concentration de silicone SE 30 et SE 52, et
l'angle de contact pour le silicone SE 52 est plus grand que pour le silicone SE 30, indiquant
qu'il est plus hydrophobe a la méme concentration. De plus, il existe une concentration limite
au-dessus de laquelle l'angle de contact ne varie plus : 20 g/m? pour SE 30, et 10 g/m” pour SE
52. Compte tenu de la plus grande facilité d'étalement de SE 52, la surface de verre devient
complétement hydrophobe plus rapidement avec SE 52 qu'avec SE 30. Avec les microbilles
de verre (150-212 pm), nous n'arrivons jamais a cette valeur limite. A 5 % de SE 30, la
quantité de silicone par unité surface est 4 g/m*.
70
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Figure IV-9 Angle de contact de I'huile d'olive & 20°C sur une lame microscopique en verre

imprégné a différentes concentrations avec de SE 30 et SE 52.

IV-2.1.1. Quantité de MGLA adsorbée

Les résultats présentés sont les moyennes de 4 essais de percolation de MGLA sur des
supports en microbilles de verre (150-212 um) imprégnées a différentes concentrations de SE
30 et SE 52. Pour chaque essai, nous avons versé 5 ml de MGLA sur un support de 10 g
d'épaisseur, et aprés écoulement total a travers la couche filtrante, les quantités de MGLA
adsorbées sur le support et percolée sont pesées. Les résultats sont présentés dans le tableau

Iv-3).
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Tableau IV-3 Caractéristiques d'adsorption et de passage de MGLA sur des billes de verre

nues (150-212 um) ot imprégnées a différents concentrations de silicone SE 30 et SE 52.

billes de verre | masse ini. masse masse ads. A (mz) masse ads./ A
(150-212um) 9 rec.(g) 2) (¢/m*)
nues (0% SE 30) | 4,46 (0,09) 4,11 0,350 (0,010) | 0,133 (0,015) 2,63
0,01 % SE 30 4,46 4,09 0,367 (0,015) | 0,130 (0,008) 2,82
0,1 % SE 30 4,46 4,04 0,399 (0,008) | 0,127 (0,009) 3.14
1 % SE 30 4,46 4,04 0.420 (0,007) | 0,125 (0,009) 3,36
3 % SE 30 4,46 3,99 0,470 (0,007) | 0,124 (0,008) 3,80
5 % SE 30 4,46 3,88 0,517 (0,013) | 0,123 (0,009) 4,20
0,1 % SE 52 4,46 4,07 0,390 (0,011) | 0,130 (0,009) 3,00
1 % SE 52 4,46 3,76 0,700 (0,012) | 0,127 (0,009) 5,50

(masse ini. : masse initiale, masse rec : masse de MGLA sortant de la colonne, masse ads. : masse de MGLA

retenue sur le support, A : surface des microbilles. (coefficient de variation)

La quantité de MG adsorbée sur le support montre une augmentation de la rétention de
la MGLA en fonction de l'imprégnation. La quantité adsorbée augmente en fonction la
concentration de SE 30 (figure IV-10). Cette augmentation peut étre due a une augmentation
légére du volume mort et de sa stabilisation. Le volume mort des billes de verre est constant
au-dessus d'une imprégnation de SE 30 & 1 %. Il faut noter la présence de certaines régions de
la colonne ou Ia MGLA ne circule pas : ceci est dii au remplissage de la colonne dont les

caractéristiques sont différentes & cause du % de SE 30.

43
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37 ¢
35 ¢
33 1.
3.1 4§
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0 05 1 L5 2 25 3 35 4 45 5
% SE 30

Figure IV-10 Evolution de la quantité de MGLA adsorbée par rapport a la surface de support

(Qmg, g/mz) en fonction du degré d'imprégnation en silicone SE 30
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1V-2.1.2. Profils des TGs sur supports microbilles de verre

IV-2.1.2.1. Microbilles de verre nues

Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, une conformation particuliére
("trident™) d'un TG & une interface polaire-apolaire peut étre envisagée, dans laquelle les trois
chaines d'AGs sont orientées dans la méme direction (Bursh et al., 1968 et Dorset er al.,
1978), afin de permettre une interaction maximale des chaines avec la partie apolaire en vis-3-
vis, et / ou une interaction maximale entre les trois atomes d'oxygene des fonctions esters et la
couche filtrante polaire.

Face aux groupements terminaux hydrophiles du verre, la conformation "Trident” des
TGs s'impose au moins dans la premiére couche. Cette conformation n'est pas
énergétiquement la plus favorable, a cause de I'effet stérique. Mais il existe trois présentations
possibles des différentes conformations, ayant pour base une position décalée des substituants
de telle que les oxygénes vicinaux soient en "anti" les uns par rapport aux autres, minimisant
ainsi leurs interactions. Les petits TGs saturés (NP < 34) sont favorisés, par la conjonction de
cet effet stérique, et d'une meilleure aptitude énergétique 2 cette conformation particuliére.

La capacité de rétention sur les billes de verre est de 2,54 % /cm” et la capacité de
passage des gros TGs est de 4,95 %/cm®. L'adsorption des TGs sur les billes de verre
s'ordonne conformément a ces considérations lides & I'hydrophobicité et 4 la présence des

hydroxyle (OH) a la surface des billes de verre.

Figure IV-11 Schéma d'adsorption des TGs sur la surface de billes de verre nues. (----- :

liaison hydrogéne)
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Figure IV-12 Coefficient de performance (TGs adsorbé / initial) sur les microbilles de verre

(150-212 pm).

IV-2.1.2.2. Microbilles de verre revétues avec le silicone SE 30
Les TGs en contact avec le silicone SE 30 ont tendance a s'orienter en conformation

chaises (téte-béche), conformation proche de leur arrangement naturel au voisinage des points

de fusion.

Figure IV-13 Schéma d'adsorption des TGs sur la surface de billes de verre imprégné avec

0,01% SE 30%. (------ : liaison hydrogéne)
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Ces couches en regard des plages de Silicone SE 30 peuvent perpétuer a

distance cet arrangement, car il est favorisé énergétiquement (Brush et al., 1968 et Dorset er

al., 1978).

Avec les microbilles de verre imprégnée entre 0,01 % et 1 % de silicone SE 30, la

quantité fixée augmente en valeur absolue, et €galement par rapport a la surface des
microbilles (voir tableau IV-4). Cependant, elle défavorise déja les petites et les grandes

molécules, en fixant préférentiellement les TGs moyens (MCT).

CoeffTicient de
Performance

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
N° pic

Figure IV-14 Coefficient de performance (TGs adsorbés / initial) sur microbilles de verre

imprégnées a4 0,01 % Se 30 en fonction du N° du pic.

Tableau IV—4 Capacité d'adsorption et de passage sur microbilles de verre a différentes

imprégnations par rapport & la surface totale (cm?)

SE 30 001%| 0.1 % 1% 3% 5%

Coefficient de Performance total (%/cmz) 8,43 8,50 10,42 9,54 9,94
Capacité d'adsorption (%/sz) 2,03 1,90 240 1,72 1,44
Capacité de passage (%lcm®) 6,40 6,60 8,02 7,82 8,50

La capacité d'adsorption par unité de surface est maximale a 1 % SE 30 (tableau IV-4).
Du point de vue de la composition de la matiére grasse adsorbée, on observe une
fixation des 4 pics 10, 12, 13, et 39. Le passage des gros TGs est favorisé a travers le support
(figure IV-14, IV-15). En effet, a la fin de l'aspiration, il n'y a pas de variation entre la

composition de 1’éluat (sortant de la colonne) par rapport a la charge initiale.
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Coefficient de
Performance

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

N° pic
Figure IV-15 Coefficient de performance (TGs adsorbés / initial) sur les microbilles de verres

imprégnées 2 0,1 % Se 30 en fonction du N° du pic.

En augmentant le pourcentage de Silicone SE 30 a 3 et 5 %, nous sommes en présence
d'une surface "complétement” revétue qui masque totalement le verre et ses terminaisons
polaires. On observe une rétention préférentielle des TGs moyens saturés et insaturés (figure
IV-16). Les petits TGs sont exclus car énergétiquement défavorisés. Les trés grands sont
également €loignés (tous les Cig) largement insaturés pour les deux raisons qui sont :

— l'effet stérique (taille et rigidité)

— la conformation double chaise qui est moins favorisée d'olt I'exclusion relative des

clusters fixés sur le SE 30.
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Figure IV-16 Coefficient de performance (TGs adsorbés / initial) sur les microbilles de verres

imprégnées & 3 % SE 30 en fonction du N° du pic.

En comparant l'adsorption des pics 12 et 13 (NP = 38), en fonction du taux

d'imprégnation des microbilles de verre (figure IV-17), on observe que cette adsorption est
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favorisée par le revétement par rapport aux billes nues, mais elle diminue a partir de 1 % SE
30. Une interprétation possible pour ce phénomeéne est que les interactions sont favorisées a
faible concentration de SE 30, mais & plus grande concentration, le phénomeéne s'inverse et
une exclusion est observée, puisque a 5 %, la quantité adsorbée devient plus faible que sur les

billes nues.
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Figure IV-17 Evolution du coefficient de performance (TGs adsorbés / initial) pour les pics 12

et 13 en fonction du pourcentage de silicone SE 30.

1V-2.1.2.3. Microbilles de verre revétues avec du silicone SE 52

En utilisant du silicone SE 52 & 0,1 et 1 %, on observe une tendance & I'adsorption des
TGs identique a celle décrite sur SE 30 (figure IV-18). En effet, ce sont les TGs correspondant
aux pics 9, 10, 11,12, 13 qui sont adsorbés sur le support.

On observe une Iégére variation (+2 %) due 2 la teneur de I'imprégnation entre les

capacités d'adsorption des supports a base de microbilles de verre 20,1 % et 2 1 % SE 30.

Tableau IV-5 Capacité d'adsorption et de passage sur microbilles de verre a différentes

imprégnations.
SE 52 0,1 % 1%
Coefficient de Performance total (%) 8,90 10,00
Capacité d'adsorption (%) 1,30 1,60
Capacité de passage (%) 7,60 8,40
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Figure IV-18 Coefficient de performance (TGs adsorbés / initial) sur les microbilles de verres

imprégnées 4 1% SE 52 en fonction du N° du pic.

1V-2.1.3. Profils des TGs sur support silica-gel

Le Silica-gel (Kieselgel 40) utilisé est caractérisé par une taille de particules de 0,063-
0,22 nm. Nous l'avons utilisé€ 2 la place de l'acide silicique, d'une part & cause de la taille des
particules mieux définies, et dautre part parce que ce gel est largement utilis€ pour la
préparation de colonnes en chromatographie d'adsorption et en chromatographie liquide.

La quantité de Silica gel (Kieselgel 40) est de 10 g. La quantité de MGLA est de 9,5 g,
car le Silica gel a tendance & absorber la MGLA et a gonfler. La quantité de MGLA restant sur
la silice est de 4,9 g, sa capacité d'adsorption étant de 37,50 %.

Le Silica gel, par rapport aux microbilles de verre nues, montre une forte tendance a la
rétention de 1a MGLA : 54 % de 1a MGLA initialement ajoutée reste sur le support, alors que
seulement 7,7 % étaient fixés par les microbilles de verre. L'adsorption sur le Silica gel est
donc tres forte, et les TGs a faible NP sont adsorbés (pics 1 & 17), le point de coupure étant le
pic 18 (NP = 40, mono-insaturés). Les TGs & faibles NP ont presque disparu dans I'€]uat : ils
s'adsorbent fortement sur les supports hydrophiles, et tout particulierement les TGs
correspondant aux pics 12 et 13. En plus, certains TGs & haut NP ont tendance a sortir trés vite
de ia colonne, comme s'il existait une répulsion entrainant leur expulsion a travers le support
(figure TV-20).

Ces deux comportements sont donc particuliérement bien différenciés sur un support
de Silica gel avec un point de coupure sur le pic 18 :

— fixation des petits et moyens TGs (NP < 40) : pour les raisons exposées précédemment, les

groupement OH du support induisent la conformation "trident” défavorable aux TGs a haut
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NP. Il y a alors formation des liaisons hydrogéne entre les "OH" du support et les "O" des
fonctions esters des TGs. Le comportement est le méme que sur les microbilles de verre
nues, mais plus exacerbé et cohérent encore, a cause du caractére fortement hydrophile du
Silica gel.

— Les grands TGs, pour lesquels, cette conformation "trident” n'est pas favorisée, sont exclus.
Ces TGs qui ne sont pas retenus (NP > 40) sont en fait les plus hydrophobes. 11 est donc net
que les effets conformationnel et stérique l'emportent sur les forces d'interactions

hydrophile/hydrophile, et que les liaisons hydrogéne entre support et groupement "O" des

W,

- |
HO N

esters sont trés faibles.

N ég_
7 M

Figure IV-19 Schéma d'adsorption des TGs sur la surface d'un support en Silica gel. ( ------ :

HO

liaison hydrogéne)
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Figure IV-20 Coefficient de performance (TGs adsorbés / initial) sur Silica gel en fonction du

N° du pic.
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1V-2.1.4. Profils des TGs sur supports d'oxydes divers a caractére plus ou moins

hydrophile.

IV-2.1.4.1. Support d'oxyde d'aluminium (Al,O3)

Nous avons observé dans le chapitre de percolation frontale en colonne plate, que
l'oxyde d'aluminium donne de trés bons résultats de partition sur la MGLA. On observe une
rétention trés sélective, et on peut considérer que dans les premiéres minutes de la percolation,
les TGs a faible NP sont retenus (pics 1 a 17) alors que les TGs a partir du pic 18 (NP = 40)
traversent facilement. Au cours du temps de percolation, le phénomene s'atténue, et aprés 15
minutes, on observe un décalage au niveau des TGs retenus qui ne concernent alors que les
pics de 1 & 14 (NP = 38). A la fin de la percolation, il y a passage de tous les TGs dans ['¢luat.
Dans ces essais, nous utilisons une colonne en verre remplie d'oxyde d'aluminium (10 g), sur
laquelle nous versons 4,5 g de MGLA. La quantité de graisse restant sur l'oxyde d'aluminium
est de 3,3 g et la quantité de récupérée en bas de colonne est 1,4 g. La capacité de rétention est
de 54,5 %.

L'adsorption de 1a MGLA sur I'oxyde d'aluminium est trés forte et appelle la méme
interprétation que sur le gel de silice, qui est un autre support hydrophile : les TGs & faible NP
sont adsorbés, mais un déplacement du seuil de coupure est observé, du pic 18 (sur gel de
silice) vers le pic 13 (sur Al,O3) (figure IV-21). Ceci traduit une implication encore plus forte
de l'effet stérique qui favorise la fixation sur les terminaison hydrophiles du support. La
structure des oxydes d'aluminium et de silicium joue un réle primordial : Al,Os cristallise en
octaédres réguliers alors que SiO; cristallise sous forme de tétraedres. La géométrie de ces
structures implique donc des conditions de contact particuliéres.

Dans la chromatographie d'adsorption (solide-liquide), les silices conviennent mieux
pour la séparation des solutés basiques (ex: amines aliphatiques et aromatiques), & cause de
leur caractére acide. Par contre, 'oxyde d'aluminium convient mieux pour la séparation des
solutés acides comme les phénols et les acides carboxyliques. Mais en général, pour ces deux
supports, les molécules polaires sont toujours plus adsorbées que les molécules non polaires :

Acides carboxyliques > amides > alcools > cétones > esters >....> hydrocarbures saturés
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Figure IV-21 Coefficient de performance (TGs adsorbé / initial) sur oxyde d'aluminium en

fonction du N° du pic.

Le processus de cette adsorption est complexe et les forces mises en jeu, qui dépendent
des supports et des molécules a retenir sont diverses (forces de dispersion de London, forces
inductives, forces électrostatiques, liaisons hydrogéne). 11 est trés difficile de préciser la part
relative de ces différentes forces d'adsorption car pratiquement, on ne peut observer que leur

résultante.

IV-2.1.4.2. Sur support d'oxyde de zirconium (ZrQO.) et d'oxyde de titane (TiO,)

La percolation frontale en colonne plate d"oxyde de zirconium (ZrO-) et d'oxyde de
titane (TiO) ne donne pas des résultats interprétables. En effet, la tendance générale est 2 la
rétention des petites et des grosses molécules alors que les TGs moyens passent. Mais les
résultats sont trés variables.

La percolation frontale sur colonne remplie d'oxyde de titane TiO; (10 g) d'un diameétre
de I cm et de 9,9 cm de longueur est un processus trés lent. L'aspiration de la MGLA (9,5 g)
est trés dif%icile a cause de la formation d'un mélange MGLA-Oxyde de titane ressemblant a
une émulsion de peinture. La quantité sortant de la colonne est de 0,7 g et la quantité restant
sur l'oxyde de titane est 8,8 g. En revanche, la percolation sur colonne remplie d'oxyde de
zirconium (10 g) d'un diameétre de 1 cm et 9,9 cm de longueur est aisée. La quantité de MGLA

sortant de la colonne est égale & 50 % de la quantité initiale.

Il est trés intéressant d'observer qu'en travaillant sur divers supports hydrophiles, le
comportement de rétention est presque le méme, mais les pourcentages d'adsorption et de
passage différent. Ceci peut étre di a la structure cristalline de ces oxydes. L'oxyde de titane

existe sous trois formes cristallines :
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— l'anatase : 8 molécules/maille, chaque atome de Ti étant entouré de 6 atomes d'oxygene
pratiquement équidistants et chaque atome d'oxygene est entouré de 3 atomes de Titane.

— brookite : 8 molécules/maille, les octaédres TiO6 sont disposés en chaines paralléles, et les
chalnes en couches paralléles. Chaque atome d'oxygeéne est entouré de 3 atomes de Ti.

— rutile : 2 molécules/maille, chaque atome de Ti est entouré de 6 atomes d'oxygéne suivant
un octaédre et chaque atome d'oxygene est entouré de 3 atomes de Ti.

L'oxyde de zirconium (ZrO;) existe sous deux variétés: monoclinique et quadratique

—~ monoclinique : la zircone (type fluorine déformée), dont la maille élémentaire renferme 4
molécules ZrO,

— quadratique : trés instable, la zircone quadratique est aussi de type fluorine déformée. La

maille élémentaire renferme également 4 molécules ZrO,

Comme en percolation, les résultats sont peu homogénes (figure IV-22) : les
comportements sur 'oxyde de zirconium et de titane sont globalement du méme type, mais en
général, il y a plus de variation sur le premier support. La premiére raison (la plus importante)
est expérimentale : ces deux supports sont caractérisés par un état pulvérulent, trés fin, avec
une tendance a créer une pate qui ne laisse pas passer la MG (peinture). Par ailleurs, les
caractéres hydrophiles sont forcement moins grands, puisque ce sont des oxydes de métaux de
transition. Tout ceci concourt a des répartitions de TGs, surtout sur TiO, qui ne sont plus

interprétables (voir figure IV-22)

Tableau IV—-6 La capacité d'adsorption et de passage des TGs sur des supports d'oxyde de

zirconium et de titane.

support Oxyde de zirconium Oxyde de titane
Coefficient de Performance total (%) 462,24 233,71
Capacité d'adsorption (%) 12,70 44,30
Capacité de passage (%) 87,30 55,70

177



Chapitre III : Résultats et discussion

< 8
- =
:
'5‘5
g <
[=I:*
O A~
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
N° pic
<8
- =
=
L =
.gg
e
S &

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
N° pic

Figure IV-22 Coefficient de performance (TGs adsorbés / initial) sur différents supports : a)

oxyde de zirconium; b) oxyde de titane en fonction du N° du pic..

IV-2.2. Influence de la composition de I'huile (huile formulée).
Comme vu au chapitre III de Résultats et discussion, 'utilisation d'une huile formulée
peut faciliter I'explication des interactions entre les TGs et les différents supports, car la

composition triglycéridique en est plus simple (voir tableau au chap IIT (II1-2)).

IV-2.2.1. Profils des TGs d'une huile formulée sur des supports microbilles de verre
(150-212um) nues et imprégnées a différentes concentrations de silicone SE 30
Les microbilles de verre sont utilisées pour faciliter la compréhension du réle de
I'hydrophobicité des supports dans les interactions TGs/supports. L'aspiration de l'huile
formulée sur les microbilles de verre a 0, 1, 3 et 5 % de silicone SE 30 a été réalisée comme
pour la MGLA, mais la température a été portée a 60°C. L'épaisseur des microbilles de verre

(150-212 um) est de 10 g. La quantité de l'huile formulée ajoutée est de 10 ml et la quantité
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restant sur les supports varie en fonction du pourcentage de silicone SE 30. En effet, la
quantité adsorbée augmente légérement quand la concentration de silicone SE 30 augmente

(voir tableau IV-7).

Tableau IV-7 Quantité d'huile aspirée et adsorbée sur un support en microbilles de verre a

différentes imprégnations de silicone SE 30. (coefficient de variation)

Silicone SE 30 0% 1% 3% 5%
Huile aspirée (g) 8,212 (0,06) 8,14 (0,03) 8,09 (0,05) 7,96 (0,04)
huile adsorbée (g) 0,418 (0,02) 0,492 (0,03) 0,542 (0,02) 0,675 (0,03)

L'analyse des coefficients de performance montre I'adsorption de quelques groupes de
TGs (fig IV-23) sur microbilles de verre nues, la moiti€ des TGs passent et 'autre moitié€ est
retenue. Pour les microbilles a différentes concentrations de silicone SE 30, on observe une

adsorption des TGs de NP 30 a 40 a l'exception du pic 13 (LLL) qui est élué.
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Figure IV-23 Coefficient de performance (TGs adsorbés / initial) sur microbilles de verre nues

(150-212 um) en fonction du N° du pic.

Tableau IV-8 Capacité d'adsorption et de passage des TGs sur des supports en microbilles de

verre imprégnées a différentes concentrations 1 %, 3 % et 5 % de SE 30.

support 0%SE30 [1%SE30|3%SE30{5% SE30
Coefficient de Performance total (%) 88,28 178,59 170,70 159,33
Capacité d'adsorption (%) 4822 29,40 19,10 35,30
Capacité de passage (%) 51,78 70,60 80,90 64,70
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1V-2.2.2. Profils des TGs de I'huile formulée sur d'autres supports hydrophiles

Les différents supports hydrophiles utilisés dans une colonne en verre pour étudier les
TGs de l'huile modéle adsorbés sont : Silica gel (Kieselgel 40), oxyde d'aluminium (Al;O3),
oxyde de titane (TiO,) et oxyde de zirconium (ZrO;).

L'adsorption des TGs de l'huile formulée est comparable pour les trois premiers
supports : les TGs a NP < 40 sont adsorbés, et de plus, I'oxyde de titane est caractérisé par
l'adsorption des pics 13 (LLL) et 25 (O0O).

Par contre 'adsorption des TGs sur le support d'oxyde de zirconium est complétement
différente : seulement 3 TGs sont adsorbés : LnLnLn, LLL, OOO, ce qui constitue une série
remarquable : C18:1, 2, 3 en TG homogénes.

Les résultats sur Silica gel confirment ce qui a été observé sur la MGLA. Le point de
coupure est différent, du fait de la simplification de la composition, mais globalement
l'interprétation est identique. Ceci est cohérent également dans le cas de l'oxyde d'aluminium.
Les résultats sur l'oxyde de zirconium sont aussi ininterprétables que pour la MGLA. La

capacité d'adsorption sur l'oxyde de zirconium est treés faible par rapport aux autres supports.

Tableau IV-9 Capacité d'adsorption et de passage des TGs sur des supports en Silica gel,

oxyde d'aluminium, oxyde de titane et oxyde de zirconium.

support Silica gel oxyde oxyde de | oxyde de

d'aluminium titane | zirconium

Coefficient de Performance total (%) | 599,52 624,74 585,11 394,54
Capacité d'adsorption (%) 49,32 31,30 24.30 9,10
Capacité de passage (%) 50,68 68,70 75,70 90,90

IV-2.3. Influence de la température
La température joue un réle important sur la structure et 1'organisation des TGs.
A basse température, la matiére grasse naturelle cristallise (K. Larsson, 1986). La
cristallisation est complexe & cause du grand nombre de triglycérides présents, et du
polymorphisme qui résulte principalement des différentes possibilités d’empilement des

chafnes hydrocarbonées dans le réseau cristallin.
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Figure IV-24 Coefficient de performance (T'Gs adsorbé / initial) sur différents supports pour
une huile formulée. a) silica gel; b) oxyde d'aluminium; d) oxyde de titane) oxyde de

zirconium en fonction du N° du pic.
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L’empilement de ces chaines procéde d’interactions correspondant a des forces de
dispersion s’exercant a courte distance (Van der Waals, London). On sait aussi que les
triglycérides se présentent sous trois formes cristallines principales : formes ¢, 3, et .

A température élevée, la MG est a Iétat liquide. Larsson (1972) a proposé que la
structuration du liquide corresponde & I’existence d'une phase cristalline liquide due a la
persistance de micelles de type smectique (les agrégats conservent une certaine stratification),
les groupements glycérols resteraient associés entre eux tandis que les chalnes aliphatiques
seraient fortement désorganisées et constitueraient un continuum paraffinique. Hernqvist en
1984 considére que 1’état liquide des triglycérides n'est pas totalement désorganisé et que
l'ordre des différents segments des chaines hydrocarbonées est constant avec la température et
varie avec la longueur des chaines. La phase liquide (Larsson, 1972) ressemblerait & une
organisation de micelles inverses, caractérisée par la formation de structures lamellaires, les
lamelles étant composées d’une bicouche de triacylglycérols dont la longueur des chaines
d’acides gras correspond a l'épaisseur. La longueur moyenne de ces lamelles & €té estimée &
200 A°.

Selon Cebulla et al., (1992) I’organisation de la phase liquide de type smectique n’est
pas observée et ceci, indépendamment de la température. L’état de la phase liquide s’approche
de celui rencontré dans les phases nématiques de types cristaux liquides.

L'influence de la température sur 1'adsorption des TGs a été étudiée sur deux différents
supports jugés intéressants dans l'étude précédente : le Silica gel et les microbilles de verre &
cause de la possibilité d'imprégnation permettant de faire varier I'hydrophobicité. Nous avons
utilisé des huiles naturelles telles que lhuile de pépins de raisin et l'huile d'olive pour

simplifier la composition en TGs par rapport a2 la MGLA.

1V-2.3.1. Comparaison entre adsorbat et filtrat sur un support Silica gel
L'adsorption de la MGLA sur le Silica gel a été effectuée dans les mémes
conditions que précédemment, mais & 3 températures différentes : 45, 60 et 70°C. La quantité
de MGLA restant adsorbée sur le Silica gel diminue quand la température augmente. Ceci

peut étre en partie di & la diminution de la viscosité de I'huile.
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Tableau IV-10 : Caractéristiques d'adsorption de la MGLA sur un support en Silica gel.

(coefficient de variation)

45°C 60°C 70°C
viscosité (cp) 42,36 (0,02) 26,58 (0,02) 16 (0,02)
MGLA initiale (g) 9,50 9,50 9,50
MGLA récupérée (g) 4,70 (0,02) 4,85 (0,02) 5,00 (0,02)
MGLA adsorbée (g) 4,90 (0,02) 4,65 (0,02) 4,50 (0,02)
capacité de variation totale (%) | 933,80 (0,05) 837,20 (0,05) 677,00 (0,05)
capacité d'adsorption (%) 37,50 (0,05) 33,20 (0,05) 28,30 (0,05)
capacité de passage (%) 62,50 (0,05) 66,80 (0,05) 71,70 (0,05)

La quantité de MGLA adsorbée et la capacité de rétention diminuent en fonction de la

température (voir tableau (IV-10)). Le point de coupure aux trois températures est le méme :

pic 18 (NP = 40; PM = 724; TGs mono-insaturés). De plus, on observe une complémentarité

parfaite entre le filtrat et adsorbat.
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Capacité d'adsorption (%)

y =-0,3616x + 54,092
R*=0,9769
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50 55

60 65 70
T°C

Figure IV-25 Capacité d'adsorption des TGs sur Silica gel en fonction de la température.
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Figure IV-26 Coefficient de performance sur Silica gel a 45°C. a) MGLA adsorbée/ initiale; b)

€éluat/ initiale en fonction du N° du pic.

IV-2.3.2. Comparaison entre adsorbat et filtrat sur un support en microbilles de verre

nues

L'évolution du coefficient de performance de la MGLA adsorbée par rapport a 'initiale
est également étudiée en fonction de la température. En effet, on a vu précédemment qu'a la
température de 45°C, les petits TGs NP < 40 sont favorisés, par conjonction de I'effet stérique
et d'une meilleure aptitude énergétique a la conformation "trident”. A 60°C, ce sont encore les
petits TGs qui sont favorisés, mais a 70°C, il y a destruction apparente de la couche
d'interaction et de la structuration de la MGLA qui semble perdre toute organisation interne
dans la phase liquide. La meilleure température pour l'étude de l'adsorption de la MGLA sur
une couche des microbilles de verre est donc de 45°C, ou la quantité de MGLA retenue sur le

support est la plus grande, la capacité de rétention du matériau étant maximale.
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Figure IV-27 Coefficient de performance sur Silica gel & 60°C a) MGLA adsorbée/initiale; b)

¢luat/initiale en fonction du N° du pic.

Tableau IV-11 Caractéristiques d'adsorption de la MGLA sur microbilles de verre (150-212

um). (coefficient de variation)

45°C 60°C 70°C

viscosité (cp) 42,36 (0,02) 26,58 (0,02) 16,00 (0,02)
MGL.A initiale (g) 4,50 4,50 4,50
MGLA récupérée (g) 4,15 (0,02) 4,20 (0,02) 4,25 (0,02)
MGILA adsorbée (g) 0,350 (0,02) 0,300 (0,02) 0,250 (0,02)
capacité de variation totale (%) 329,00 248,00 221,00
capacité d'adsorption (%) 34,50 (0,07) 21,60 (0,07) 17,70 (0,04)
capacité de passage (%) 65,50 (0,07) 78,4,80 (0,07) 82,30 (0,07)
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Figure IV-28 Capacité d'adsorption des TGs sur microbilles de verre (150-212um) en fonction

de la température.
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Figure IV-29 Coefficient de performance des TGs (adsorbé/ initial) sur microbilles de verre

(150-212 pm) 2 45°C en fonction du N° du pic.
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Figure IV-30 Coefficient de performance des TGs sur microbilles de verre (150-212um) a

60°C a) MGLA adsorbée/ initiale en fonction du N° du pic.
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Figure IV-31 Coefficient de performance des TGs sur microbilles de verre (150-212um) a

60°C b) MGLA éluat/initiale en fonction du N° du pic.
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Figure IV-32 Coefficient de performance des TGs adsorbés sur microbilles de verre (150-212

um), a 70°C (MGLA adsorbée/ initiale) en fonction du N° du pic.

1V-2.3.3. Adsorption de I'huile de pépins de raisin sur un support Silica gel (Kieselgel
40)
Nous avons choisi T'huile de pépins de raisin a cause de sa composition triglycéridique.
En effet, cette huile est caractérisée par la présence des TGs hautement insaturés (1 a 7
doubles liaisons et absence de TGs saturés). La composition de I'huile de pépins de raisin est
donnée dans le tableau (IV-12). On observe dailleurs une variation de la composition entre

nos résultats et la littérature, probablement due 2 'origine de I'huile.
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Tableau IV-12 Composition triglycéridique de l'huile de pépins de raisins. (NP : equivalent

carbon number; ND : nombre de double liaison; INP : indice de non polarité; HA : hydrophobicité apparente)

N° Nom % des TGs % des TGs NP | ND INP HA
pics totaux totaux
(Rezanka er | (expérimentaux)
al., 1991)
1 LLLn - 0,16 40 7 166,00 20,75
2 LLL 32,60 35,40 42 6 166,82 23,83
3 OLL 19,10 28,90 44 5 167,20 27,87
4 SLL + 17,60 18,40 46, 4 167,58 33,52
PLL 44
5 000 6,90 3,70 48 3 168,00 42,00
POL 15,50 - 46 3
OOL 34 - 46 4
POO 1,40 - 48 2
6 SOL - 11,60 48 3 168,00 42,00
7 PSO - 1,00 50 1 158,00 79,00
SO0 - 0,16 50 2
SSL 1,90 - 50 2

Cette huile étant majoritairement composée des acides gras de la sérde C18, il est
particuliérement intéressant de relier l'adsorption 2 l'insaturation, toutes choses égales par
ailleurs. On observe une adsorption sélective des TGs & grand nombre de doubles liaisons (7,
6, 5) et passage des TGs & faible insaturation (4, 3, 1). Le point de coupure est 2 5 ND. Il
existe une complémentarité parfaite entre les profils de TGs adsorbé / initial, et éluat / initial.
Mais il faut noter que 1’€éluat semble varier davantage en valeur absolue.

Clest l'effet polaire qui joue un rble primordial dans 'adsorption des TGs de l'huile de
pépins de raisin. Les TGs les plus insaturés sont les plus hydrophiles : ils s'adsorbent
préférentiellement. Par contre, les TGs moins insaturés sont moins hydrophiles : & partir de
HA = 33, on constate le passage & travers le support. L'évolution de I'hydrophobicité apparente
pour la composition des TGs de I'huile des pépins de raisin suit une loi logarithmique (voir ci-

dessous).

188



Chapitre III : Résultats et discussion

90
80 T
70 +
60 1+
50 +

40 1
30 4 y=-30,382Ln(x) + 77.488

20 4 R?=0,9927
10 : :

H.A

0 1 2 3 4 5 6 7
ND

Figure IV-33 Evolution de HA en fonction de nombre de double liaisons (ND)

IS
[ ]

'

— — R W

S O O O O
L t } | )

iL
.
.

Coefficient de
Performance

-20 4

W
=

Figure IV-34 Coefficient de performance des TGs de I'huile de pépins de raisin sur Silica gel a

45°C (TGs adsorbé/ initial) en fonction de nombre de double liaisons (ND).
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Figure IV-35 coefficient de performance des TGs de l'huile de pépins de raisin sur Silica gel a

45°C. (éluat / initial) en fonction de nombre de doubie liaisons (ND).
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1V-2.3.4. Profils des TGs de I'huile de pépins raisin sur microbilles de verre nues
(150-212 pm)
L'huile de pépins de raisin donne les mémes résultats que sur le support en Silica gel :
adsorption sélective des TGs a grand nombre de doubles liaisons (7, 6, 5) et passage des TGs

4 faible insaturation (4, 3, 1). Le point de coupure correspond aux TGs a 5 ND.
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Figure IV-36 Coefficient de performance des TGs de I'huile de pépins de raisin sur microbilles

de verre & 45°C (adsorbé/initial) en fonction de nombre de double liaisons (ND).

L'effet de la température sur l'adsorption des TGs de l'huile de pépins de raisin sur
microbilles de verre donne un résultat remarquable : en effet, on observe une différence dans
la quantité adsorbée et transmise. En diminuant la température; on a une meilleure adsorption
en fonction de NP, ce qui est homogéne avec les résultats précédents. Plus on augmente la
température, moins la différenciation est nette. En revanche, fait inattendu, la température
n'influence pas le point de coupure de comportement qui reste calé a 5 ND.

Les interactions qui conduisent & l'adsorption sont thermo-labiles. Comme presque
tous les TGs sont composés d'acides gras longs (C18), les masses sont voisines, donc seul
l'effet de l'insaturation intervient sur I'hydrophobicité par :

— le nombre de doubles liaisons : sur un support hydrophile, l'adsorption croit avec
l'insaturation. Au-dessous d'une HA de 33,50, il y a rétention, au-dessus de cette HA,

passage. Donc la HA est pertinente pour expliquer ce phénomene.

— Effet stérique : le volume des molécules de TGs augmente avec le NP. Plus un TG est long,

plus son rayon de gyration est €levé.
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Figure IV-37 Coefficients de performance des TGs de I'huile de pépins de raisin en fonction

du nombre de doubles liaisons (ND) a différentes températures.

L'interaction hydrophile / hydrophobe sur un support hydrophile est maximale quand la
molécule est plus insaturée et que son volume est plus faible (moins stable). L'interaction
apparait nulle (point de coupure avec l'axe, coefficient de performance. = 0) pour le TG :

OLL, dont le volume est minimal. (voir tableau IV-13)

Tableau IV-13 Caractéristiques des TGs de I'huile de pépins de raisins. (ND : nombre de doubles

liaisons; INP : indice de non polarité, énergie totale de molécules des TGs isolées dans le vide (kcal:mole))

N° Nom NP ND volume énergie totale
pics (KA®%) (kcal/mol)

1 LIlLn 40 7 46,80 46,40

2 LIL 42 6 59,80 44,40

3 OLL 44 5 57,31 et 43,80 45,80

4 SLL + PLL 46, 44 4 56,50 43,90

5 000 48 3 48,94 43,60

6 SOL 48 3 74,60 42,60

7 PSO 50 1 76,63 41,60
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Tableau IV-14 : caractéristiques d'adsorption de l'huile de pépins de raisin sur microbilles de

verre. (coefficient de variation)

Température 30°C 45°C 60°C
quantité initiale (g) 8,60 8,60 8,60
quantité récupérée 7,98 (0,02) 8,18 (0,02) 8,30 (0,02)
quantité adsorbée 0,613 (0,02) 0,420 (0,02) 0,300 (0,02)
capacité de variation totale (%) 203,21 109,90 44,50
capacité d'adsorption (%) 24,80 (0,04) 24,00 (0,03) 34,80 (0,04)
capacité de passage (%) 75,20 76,00 65,20

IV-2.3.5. Profil des TGs de I'huile d’olive sur Silica gel (Kieselgel 40)

L'huile d'olive a été choisie comme deuxiéme huile de référence pour conforter les
résultats obtenus avec I'huile de pépins de raisin. En effet, cette huile est caractérisée par la
présence de TGs hautement insaturés, mais également de TGs mixtes contenant les acides
palmitique et stéarique. Le nombre de doubles liaisons dans les molécules varie de 1 4 5 et ce
sont de grosses molécules : NP > 44. La composition de I'huile d'olive est donnée dans le
tableau suivant (méme remarque que pour l'huile de pépins de raisin).

L'adsorption des TGs de I'huile d'olive est également sélective : rétention des TGs a
faible HA et passage des TGs a grande HA. Le point de coupure est observé pour une HA de
52,40. Il y a toutefois une exception : POL qui passe & travers le support. L'hydrophobicité
apparente (HA) prend en considération le poids moléculaire, le nombre de groupes
carboxyliques et le nombre de doubles liaisons. De plus, la présence d'un acide gras saturé
dans la molécule suffit & entrainer le passage a travers le support. Il existe une
complémentarité parfaite entre les profils TGs adsorbé / initiale et éluat / initiale, avec encore
une fois la méme remarque sur les valeurs absolues.

L'effet hydrophile joue un rdle primordial dans 1'adsorption : les molécules longues et
insaturées, plus hydrophiles, sont adsorbées. Par contre, les TGs moins insaturés, ou contenant
des acides gras saturés sont moins hydrophiles (52,40 < HA), et traversent le support.
L'évolution de I'hydrophobicité apparente pour les TGs de I'huile d'olive est plus compliquée
que pour ceux de l'huile de pépins de raisin, car le volume hydrocarboné joue un rble

important.
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Tableau IV-15 Composition des TGs de I'huile d'olive. (NP : equivalent carbon number; ND : nombre

de double liaison; INP : indice de non polarité; HA : hydrophobicité apparente)

Ne¢ Nom % des TGs % des TGs NP | ND INP HA
pics totaux totaux
(Rezanka er | (expérimentaux)
al., 1987)
1 OLL 3,70 0,58 44 5 167,20 | 27,87
2 OOLn 2,80 0,53 44 5 167,20 | 27,87
3 OOL - 11,30 46 4 167,60 | 33,52
4 POL 8,20 3,04 46 3 156,90 | 39,23
5 000 31,60 48,36 48 3 168,00 | 42,00
6 POO 20,10 29,00 48 2 157,30 | 52,43
7 PPO 4,20 1,20 48 1 147,00 | 73,50
8 SO0 4,90 4,02 50 2 168,30 | 56,10
9 PSO 1,30 0,36 50 1 157,70 | 78,85
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Figure TV-38 Coefficient de performance des TGs de l'huile d'olive adsorbés sur Silica gel a

45°C (TGs adsorbé / initial) en fonction du N° du pic.
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Figure IV-39 Coefficient de performance des TGs de I'huile d'olive adsorbés sur Silica gel a

60°C (TGs adsorbé / initial) ) en fonction du N° du pic

1V-2.3.6. Profil des TGs de I'huile d'olive sur microbilles de verre (150-212um) nues

L'huile d'olive, percolée sur un support en microbilles de verre donne des résultats
inattendus : a différentes températures, tous les TGs passent a travers le support et seul QOO0
est adsorbé. Ceci peut étre dii & la forte concentration de ce TGs (48%) : il servirait de "phase
mobile" pour les autres TGs. Il est en effet possible que OOO, compte tenu de sa
concentration, occupe la majeure partie de la surface des microbilles, rejetant les autres par
exclusion. Toutefois, les deux supports (Silica gel et verre) sont hydrophiles, et normalement
les résultats obtenus devraient étre comparables, comme c'est le cas pour I'huile de pépins de

raisin.
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Figure IV-40 Coefficient de performance des TGs de Thuile d'olive sur microbilles de verre a

45°C (TGs adsorbé / initial) en fonction du N° du pic.
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IV-2.4. Influence de la composition triglycéridique en percolation sur divers supports
hydrophiles.

La complexité de la MGLA nous a conduit a utiliser un mélange de TGs standards :
une large gamme de TGs standards saturés (CoCoCo, CyCyCy, CCC, LalLalLa, MMM, PPP)
et deux TGs standards insaturés (OOO, LLL). Le mélange est percolé sur différents types de
supports (Silica gel (Kieselgel 40), Oxyde d'aluminium, microbilles de verre nues).

Les caractéristiques du mélange de TGs standards sont données dans le tableau IV-16.

Tableau IV-16 Composition et caractéristiques du mélange de TGs standards

N° TGs % |NP|PM | INP HA Volume Energie
pics (KA®Y) (kcal/mol)
1 CoCoCo | 7,80 | 18 | 386 | 27,00 | 27,00 5,13 14,10
2 | CyCyCy | 7,90 | 24 | 470 | 42,30 | 42,30 10,40 21,62
3 CCC 9,80 | 30 | 554 | 60,90 | 61,00 18,40 25,63
4 Lalala |11,60| 36 | 638 | 83,00 | 83,00 29,95 29,76
5 LLL 1540 42 | 878 | 167,00 | 23,86 59,80 44,40
6 MMM |[1500| 42 | 722 | 108,30 108,30 46,10 34,00
7 000 20,60 | 48 | 884 |168,00| 42,00 4945 43,60
8 PPP 11,20 | 48 | 806 | 137,00 137,00 67,20 38,00

Avec les matiéres grasses naturelles complexes (MGLA le mélange d’huile), les
supports en Silica gel (Kieselgel 40) et oxyde d'aluminium (Al,Os;) adsorbent les petites
molécules et laissent passer les grosses. Pour une huile a base des TGs insaturés (huile de
pépins de raisin), l'adsorption sur les supports s'effectue en fonction de HA. Dans le cas d'un
mélange de TGs standards, nous observons le méme phénoméne sur les deux supports

hydrophiles (Silica gel et oxyde d'aluminium).
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Figure IV-41 Coefficients de performance (adsorbés/initial) du mélange TGs standards sur

deux différents supports & 70°C en fonction du N° du pic. a) Silica gel (Kieselgel 40); b)

Oxyde d'aluminium

Sur Silica gel, on observe 'adsorption de 4 pics : CoCoCo, CyCyCy, CCC et LaLal.a.
LLL ne varie pas par rapport au mélange initial. Les TGs qui traversent le support sont MMM
(pic 6), OO0 (pic 7) et PPP (pic 8). En comparant ces résultats avec ceux de I'huile de pépins
de raisin sur Silica gel, on note que les HA n'expliquent pas 1'adsorption des TGs dans un tel
mélange (trés particuliers) de TGs homogenes : les éléments discriminants semble étre la
taille,
traduite par le NP (18 < NP > 42), le poids moléculaire (taille brute) et 'INP (hydrophobicité).
Le seuil de coupure est NP = 42, 4 partir duquel, il y a passage des gros TGs.

Les mémes résultats sont observés sur le support d'oxyde d'aluminium, et peuvent
s'expliquer par la faible hydrophobicité des petites molécules et les effets stériques dus & la

présence des longues chaines hydrocarbonées et insaturées.
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On peut interpréter ces résultats en termes de chromatographie en phase normale : un
support a caractére polaire retenant les molécules les moins apolaires. Nous ne sommes pas en
présence d'un phénoméne de tamisage moléculaire, mais plutdt devant une interaction liée aux
paramétres NP, PM et INP. Par ailleurs, on peut noter dans cet essai, la faiblesse relative des
facteurs de variation (£ 15% entre retenus / traversant) en comparaison avec les divergences
obtenues sur des mélanges complexes de TGs. L'adsorption des TGs standards sur des
microbilles de verre nues est caractérisée par la rétention des pics : 1, 2, 3 /4, et 5. Les indices
INP et HA n'explique pas bien ce phénomeéne : le TG "LLL" présente un INP de 167,00 et une
HA de 23,86. Or il est retenu.

Performance
< W

Coefficient de

1 2 3 4 5 6 7 8
N° pic

Figure IV-42 Coefficient de Performance des TGs standards sur des microbilles de verre

(adsorbé / initial) en fonction du N° du pic.

11 est important de noter que le mélange de TGs purs est trés difficile a réaliser :
en effet, malgré la similitude moléculaire ces mélanges présentent rarement des
comportements simples ou idéaux (Gibon ez al., 1986). Quand la différence de longueur entre
chaines n'est que de 2 carbones, il y a séparation de phase dans 1'état solide (présence d'une
état eutectique) ; quand cette différence s'accroit, l'incompatibilité augmente et s'étend a 1'état
liquide. Or, il faut avoir une bonne compatibilité pour obtenir des mélanges simples et stables.
La compatibilit¢ des TGs insaturés dans les TGs saturés augmente avec leur insaturation.
Plusieurs tentatives ont ét€ proposées pour tenter de modéliser le comportement complexe des
mélanges naturels mais la bonne technique de mélange n'a pas encore été trouvée (Wesdorp,

1990; Lavigne, 1995).
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V- Interprétation : modele de calcul de I'hydrophobicité

La MGLA est un des corps gras naturels les plus complexes. Elle est caractérisée par

une grande diversité des TGs :

— des TGs saturés avec une augmentation réguliére du nombre de groupements méthylénes.

— des TGs possédant le méme nombre total de carbone mais une insaturation différente. Ce
sont des composés de méme volume hydrocarboné mais de polarité différente.

— des TGs possédant le méme nombre total de carbone et de doubles liaisons, mais réparties
différemment sur la molécule.

— des conformations particulieres liées aux isomeéres de position.

Nous nous intéresserons dans cette partie aux TGs possédant des polarités différentes,
dans le but de mieux comprendre la rétention. Nous développerons plusieurs méthodes pour
relier la polarité, le poids moléculaire et le volume hydrocarboné & 'adsorption préférentielle
des TGs sur les supports. A cause de la complexité triglycéridique, il est impossible
d’interpréter le caractére hydrophobe par un calcul simple et universel, comme c'est le cas
pour les tensioactifs avec la HLB. Nous avons donc pris en compte successivement un certain
nombre de modeles possibles de calcul en tenant compte des différents paramétres : longueur

des chaines, insaturation, PM.,...

V-1. Calcul de la HLB
Griffin en 1949 a développé une équation simple permettant le calcul de la balance
hydrophile-lipophile (HLB) pour certains types des surfactants non-ioniques, et spécialement,
I'alcool ethoxylates R (CH,CH,0), OH et les esters d'acides gras polyhydriques. La HL.B peut

étre calculée par la formule :
HLB =20 (1 i)
" A

S est I'indice de saponification et A l'indice d'acidité.

Une autre méthode de calcul de la HLB est connue pour des produits non ioniques et
calculée approximativement grace a la formule :

HLB = 20 x 0asse moléculaire de la partie hydrophile

masse moléculaire totale
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Nous utiliserons la premiere équation pour le calcul de la HLB. Lindice de
saponification et lindice d'acidité sont calculés théoriquement en fonction du poids
moléculaire du TG et des poids moléculaires des acides gras présents. Le poids moléculaire
attaché & un pic dans le chromatogramme HPLC est assimilé & la moyenne pondérale de tous
les TGs pouvant étre présents dans ce pic. Les valeurs de HLB varient entre 1,5 et 0,8. Selon
la définition de la HLB, nous sommes en face de molécules trés hydrophobes et insolubles
dans l'eau. En plus, méme si la différence entre TGs est trés faible, nous pouvons déja noter
dans la répartition sur le chromatogramme de la présence d'une sorte de quartet. La HLB
augmente en fonction du N° pic pour chaque groupe du quartet (figureV-1, V-II). Ces quartets
sont observés a partir du pic 8. La HLB diminue avec 'augmentation du poids moléculaire, ce
qui peut étre di & la diminution de l'indice d'acidité (A) avec le PM des AGs. La variation de
la HLB étant trés faible, nous n'utiliserons pas cette méthode pour expliquer et interpréter les

différents résultats de partition de MGLA sur les supports, car elle est trop peu discriminante.

HLB

|
| .
0.9 + TS 'S . . *® ** ee?® oo°7

0,6 e e e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
N° pic
Figure V-1 Balance hydrophile-lipophile (HLB) des TGs de la MGLA en fonction de leur
ordre de sortie en HPLC

HLB

y=-0,0015x + 2,182
R* = 0,9462
06

——— LS e— —T

490 510 530 550 570 590 610 630 650 670 690 710 730 750 770 790 810 830 850 870 890
PM

Figure V-2 Balance hydrophile-lipophile (HL.B) des TGs de la MGLA en fonction du poids

moléculaire (PM)
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V-2. Calcul de rapport PM/NP

Pendant toute I'étude, nous avons noté le rle important du nombre de partition (NP)
mais aussi du poids moléculaire des TGs sur la partition. Le but de ce calcul est de montrer le
réle joué par la taille de la molécule (PM) mais aussi le nombre de carbones et de doubles
liaisons présentes dans les molécules. Le calcul du rapport entre PM et NP donne des résultats
inverses de ceux obtenus avec la HLLB, montrant que les deux modes de calcul concernent des
paramétres opposées. Le méme phénomeéne de quartet est observe pour PM/NP en fonction du
numéro de pic (figure V-3). En tragant le rapport PM/NP en fonction du PM et en fonction de
NP (figure V-4), on obtient des lignes droites liées au degré d'insaturation. Le rapport PM/NP
ne sera pas utilisé par la suite parce que le rble des doubles liaisons et du PM ne sont pas assez
mis en exergue (figure V-5). En effet, il n'y a pas de grosses différences entre les TGs de

méme taille et comportant un nombre différents de doubles liaisons.

25
23 +

21 +

MP/NP

17 + p

15 — et — — — — — — —— ———— ——————————
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

N° pic
Figure V-3 Rapport poids moléculaire / nombre de partition (PM/NP) des TGs de 1a MGLA

en fonction du N° pic

& saturés

B mono-saturés
A di-insaturés

X tri-insaturés

PM/NP

15 g + + t : t t t t 1 + d
26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

NP

Figure V-4 Rapport poids moléculaire et nombre de partition (PM/NP) des TGs de la MGLA

en fonction de NP (nombre de partition)
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Figure V-5 Rapport poids moléculaire et nombre de partition (PM/NP) des TGs de la MGLA

en fonction de PM (poids moléculaires)

Tableau V-1 Equations de régression de PM/NP des TGs de la MGLA en fonction de NP et

PM (R?: coefficient de régression linéaire)

PM/NP en fonction de NP PM/NP en fonction de PM
TGs Equation R’ TGs Equation R® ‘
saturés -0.0072 x +22.513 | 0,967 saturés -0.0072 x + 22.513 | 0,967
mono-insaturés | -0.0076 x +23.671 | 0,967 | mono-insaturés | -0.0076 x + 23.671 | 0,967
di-insaturés -2.164 x +28.511 | 0,890 di-insaturés -0.0151 x +31.530 | 0,768
tri-insaturés -0.4613 x +40.5 | 0,991 tri-insaturés -0.4613 x +426.10 | 0,991

V-3. Poids moléculaire des TGs

Dans le premier travail sur ce sujet, Bornaz, 1994, a proposé un classement des TGs en
quatre catégories : saturés, mono-, di- et tri-insaturés. Le poids moléculaire moyen pondéré est
calcul€ pour chaque groupe de triglycérides, et le rendement de la filtration est reli€ au poids
moléculaire. En filtration sur une membrane métallique, Bornaz er al., 1995 ont observé la
présence d'un seuil de coupure en fonction du poids moléculaire a partir duquel les TGs sont
retenus. Ce poids moléculaire varie en fonction des catégories de TGs. Ces auteurs ont
souligné que le seuil de coupure est d'autant plus grand que la molécule de TG est plus
insaturée.

1l est tres difficile d'utiliser le PM comme explication de la rétention des TGs sur nos
supports. Premiérement, le PM calculé pour chaque pic est la moyenne des tous les TGs

possibles dans ce pic, d'oll la possibilité de variations en fonction de la distribution au hasard
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d'un TGs et de son pourcentage dans un pic donné. Deuxiémement, 1'évolution du PM avec le
nombre de pics n'est pas uniformément croissant, il peut diminuer en fonction du nombre de
carbones et de l'insaturation, présente spécialement pour les TGs di-insaturés. Mais en
général, en filtration tangentielle, on observe une rétention des grosses molécules et le passage
des petites. Le seuil d'inversion varie en fonction des catégories des TGs, ce qui est en accord
avec les résultats de Bornaz er al., 1995. En effet, le PM joue un réle trés important dans la
rétention, mais ne l'explique pas. La taille des pores des supports et des membranes est treés
largement supérieure 2 la taille des TGs. Les résultats de rétention sont varianten fonction des
caractéristiques de la membrane ou du support et les conditions opératoires peuvent influencer
I'adsorption préférentielle de certaines molécules.

11 est plus simple et plus juste d'utiliser le NP, nombre de carbone NC du triglycéride
diminué de deux fois le nombre de doubles liaisons (le glycérol n'est pas pris en compte). En
effet, en considérant I'élution dans l'ordre croissant des NP, et en considérant le régle de Frede
(1987), on obtient des quartets possédant le méme NP, mais & différentes insaturations.
Normalement, les TGs tri-insaturés sont élués en premier, suivis par les di-, puis les mono-, et
enfin les saturés. On a donc la possibilité d'utiliser le NP pour mieux comprendre l'effet de
rétention li€ a I'insaturation.

Le poids moléculaire, la longueur des chaines, et le degré d'insaturation semblent étre

les trois parametres les plus importants dans I'adsorption et l'interaction avec le support.

V-4. Indice de non-polarité (INP)
L'indice de non-polarité a ét€ mentionné pour la premiére fois en 1985 par Van der
Waal, qui a utilisé ce terme pour classer les matiéres premiéres fluides utilisées pour la
synthése des esters selon leur polarité ou non-polarité. Ces bases compatibles avec I'huile
minérale sont utilisées comme lubrifiant. L'indice de non-polarité est donné par I'équation
suivante :

_ Nombre totale de C x Poids moléculaire
"~ Nombre de groupes carboxyliques (COO) x 100

Il est a noter que méme s'il y a plusieurs autres méthodes pour déterminer les
caractéristiques polaires, l'auteur considére celle-ci comme trés simple et d'une grande utilité.
L'indice de non-polarité (INP) va étre utilisé ici, pour caractériser la polarité (non-polarité) des
TGs de la MGLA dans le but de mieux comprendre leur adsorption préférentielle sur des

supports de différentes polarités : silica gel, oxyde d'aluminium, oxyde de titane, microbilles
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de verre nues ou imprégnées avec une couche hydrophobe de silicone SE 30 et SE 52 a

différentes concentrations.

V-4.1. INP en fonction de N° de pic

L'INP dépend non seulement de nombre total de carbone mais aussi du poids
moléculaire des TGs. Nous utilisons le tableau (I-2) de la composition de la MGLA pour
calculer le PM moyen pondéré. Le pic correspondant, selon la théorie de Frede et Thiele
(1987), a un TGs tri-insaturé va €tre considéré comme si il était composé de TGs tri-insaturés
méme si en réalité, il est composé des TGs saturés contenant de l'acide butyrique et d'autre
AGs courts, d'ou la difficulté de ce calcul.

En tragant I'INP en fonction du N° de pic (figure V-6), on observe la présence de
quartets comme ceux observés dans le chromatogramme de CLHP phase inverse de la MGLA
(Frede et thiele, 1987), et ceci a partir du pic numéro 8. L'indice de non-polarité (INP) le plus
élevé est celui des TGs tri-insaturés. Cet indice diminue en fonction du degré d'insaturation :
INP (tri-insaturés) > INP (di-insaturés) > INP (mono-insaturés) > INP (saturés).

Selon Brauman, (1986), la chromatographie peut fournir des informations quantitatives
sur I'hydrophobicité des molécules de solutés, en considérant la rétention comme un processus
d'équilibre dynamique avec une constante d'équilibre Kg. Une relation entre log k' et log P a
été observée avec un coefficient de régression correct, en fonction de la phase mobile utilisée.

La variation de I'INP, considérée en fonction du N° de pic et du degré d'insaturation

(tri-, di-, mono-insaturés et saturés) forme des lignes droites non paralléles.
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Figure V-6 Indice de non-polarité en fonction du N° pic du chromatogramme de CLHP.

203



Chapitre III : Résultats et discussion

180
160 +
140 +
120 +
B 100 +

- 80+ —o— INP saturés
60 y —&— INP di-insaturés
40 1 —>— INP mono-saturés
20 + —&— INP tri-insaturés

1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
N° pic

Figure V-7 Indice de non-polarité en fonction du N° pic du chromatogramme de CLHP.

V-4.2. INP en fonction de NP
L’étude de I'INP en fonction de nombre de partition (NP) et du degré d'insaturation
(figure V-8) montre la formation de lignes droites (R2 > 0,90). L'indice de non-polarité (INP)
augmente pour chaque groupe de TGs en fonction de NP. Sauf pour les TGs tri-insaturés, pour
lesquels I'INP reste quasiment constant en fonction de NP. Ceci signifie que l'indice de non-
polarité est dépendant non seulement du poids moléculaire et du nombre de carbones total,
mais aussi du nombre de doubles liaisons présentes : I'INP le plus élevé est celui des TGs tri-

insaturés.

b @ saturés

W mono-saturés
A di-insaturés

X tri-insaturés

INP

0 f t = + t y + ; t ; f
26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

NP

Figure V-8 Indice de non-polarité en fonction du NP (nombre de partition)
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Tableau V-2 Equations de régression de I'INP des TGs de la MGLA en fonction de NP (R*

coefficient de régression linéaire)

TGs Equation R~
saturés 4,1374 x - 63,23 0,995
mono-insaturés 4,580 x -68,83 0,994
di-insaturés 3,423 x -542 0,960
tri-insaturés 0,174 x + 159,6 0,983

V-4.3. INP en fonction de PM

L'INP augmente linéairement avec le PM (figure V-9) et le nombre de carbones. Les

coefficients de régression (Rz) sont > 0,99.

L'INP en fonction du PM et du degré d'insaturation forme des lignes droites, mais

quasiment superposées, pouvant étre regroupées en une seule. Le coefficient de régression est

> 0,96 (voir tableau V-3).
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Figure V-9 Indice de non-polarité (INP) en fonction du poids moléculaire (PM)

Tableau V-3 Les équations de régression de 1'INP des TGs de la MGLA en fonction de PM a

différentes insaturations (R coefficient de régression linéaire)

TGs Equation R’
saturés 0,298 x + 104,40 0,993
mono-insaturés 0,322 x + 118,78 0,988
di-insaturés 0,320x + 118,42 0,970
tri-insaturés 0,174 x + 14,18 0,978
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V-4.4. INP en fonction de NC total
Une augmentation linéaire de I'INP est aussi observée en fonction du nombre total de

carbones (NC) présents dans la molécule (Glycérol et AGs). (figure V-10)

180
160 +
140 +
120 +

y=4,3915x - 87,611
R’ =0,9861

0 — : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘ ‘ ; ;
28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60
NC

Figure V-10 Indice de non-polarité (INP) en fonction du nombre total de carbones (NC)

V-5. Hydrophobicité apparente (HA)

L'indice de non-polarité (INP) ne prend pas en considération la double liaison. Or,
I'hydrophobicité d'une molécule est affectée par la présence de doubles liaisons susceptibles
de donner naissance a des liaisons hydrogéne et a la création d'interactions n-7.

L'objet du présent calcul est d'amplifier l'effet des accidents d'insaturation dans la
quantification de I'nydrophobicité. Le calcul de I'nydrophobicité apparente a été élaboré en
introduisant dans le calcul de 1'INP, la prise en compte des doubles liaisons affectées d'une

coefficient multiplicateur adéquat.

HA = Nombre total de C x Poids moléculaire
"~ (Nombre de groupes carboxyliques (COO) + 3 x ND) x 100

En calculant 1a HA pour les différents TGs présents dans la MGLA, on observe que les
TGs saturés ont la HA la plus élevée et les tri-insaturés la moins élevée. Les TGs saturés sont
les plus hydrophobes, en fonction de leur nombre de carbones. Quand la longueur des chaines
d'AGs augmente, I'hydrophobicité apparente augmente. Par contre quand le nombre des
doubles liaisons augmente méme si les chaines sont assez longues, il y a diminution de

I'hydrophobicité apparente.
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En tragant la HA en fonction de N° pic (figure V-11), on observe l'inverse de ce que
montrait I'INP, mais la présence des quartets persiste a partir du pic 8.

Une représentation sous forme de points (figure V-12) fait mieux apparaitre les
différences entre les groupes triglycéridiques. On note que ce sont surtout les TGs saturés qui
sont les mieux discriminés, comme d'ailleurs dans le calcul de I'INP. II est vrai que les TGs
mono, di et tri-insaturés ne sont pas parfaitement différenciés, mais il a malgré tout été€ tenu
compte du nombre de doubles liaisons qui jouent un rdle primordial dans les interactions.

En revanche, lorsqu'on représente la HA en fonction du PM (figure V-14) , la
discrimination entre les familles de TGs apparait nettement. Cependant, on observe un
écrasement des TGs tri-insaturés en raison du trés faible écart de PM (870-886) qui les
caractérise.

Le calcul de la HA est un calcul qui exacerbe I'effet de I'insaturation et fait apparaitre
en fait deux groupes seulement : Les TGs saturés et les autres, présentant différents degrés
d'insaturation. Ceci signifie que la présence d'une (ou plusieurs) double liaison suffit & donner

un caractére moins apolaire a la molécule.
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Figure V-11 Hydrophobicité apparente (HA) en fonction du N° du pic
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Figure V-12 Hydrophobicit€ apparente (HA) en fonction du N° du pic et du degré

d'insaturation.
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Figure V-13 Hydrophobicité apparente (HA) en fonction du NP (nombre de partition)

Tableau V-4 Equations de régression de la HA des TGs de la MGLA en fonction de NP (R?:

coefficient de régression linéaire)

TGs Equation R’
saturés 4,14 x - 63,39 0,995
mono-insaturés 1,88 x - 45,50 0,894
di-insaturés 2,88 x - 76,391 0,857
tri-insaturés 2,01 x -58,33 0,957
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Figure V-14 Hydrophobicité apparente (HA) en fonction du Poids Moléculaire.

Tableau V-5 Equations de régression de la HA des TGs de ta MGLA en fonction de PM (R*:

coefficient de régression linéaire)

TGs Equation R’
saturés 0,298 x - 103,65 0,994
mono-insaturés 0,248 x - 144,72 0,865
di-insaturés 0,150 x - 87,88 0,755
tri-insaturés 2,01 x-1739,3 0,956

V-6. Prise en compte du volume des TGs
L'influence des effets stériques a été mise en évidence dans les essais par aspiration, en
termes de favoriser, ou d'empécher les interactions, donc l'adsorption ou non des molécules
sur les supports. Nous avons cherché a quantifier cet effet stérique, par le calcul théorique du

volume et de I'énergie minimale des molécules de TGs isolées dans le vide.

V-6.1. En fonction de NP
La géométrie des différentes molécules de TGs a été calculée grice au logiciel
HyperChem®, qui permet d'estimer leur volume et leur énergie minimale dans le vide
(Tableaux V-6, V-7). Le processus d'optimisation informatique est assez long, en fonction de
la longueur des chaines hydrocarbonées et de la présence de double liaisons : ce temps

d'optimisation peut varier pour un TG entre 30 minutes et deux heures.
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Nous avons tout d'abord tracé I'évolution du volume de certains TGs caractérisés par
leur NP en fonction du poids moléculaire (PM), du nombre de doubles liaisons (ND), de I'INP
et de la HA. Les résultats sont présentés sous la forme des équations de régression dans les
tableaux ci-dessous (tableaux V-8, V-9). Pour les TGs a différents NP (sauf TGs & NP = 50),
nous observons une augmentation linéaire du volume (kA03 ) des TGs en fonction de ND, PM,
INP et une diminution linéaire en fonction de HA. L'énergie minimale (kcal/mol) des
molécules de TGs isolées dans le vide augmente aussi en fonction de ND et PM (figure V-16).
En effet, quand le nombre de doubles liaisons augmente, la molécule est moins stable. Cette
énergie augmente aussi en fonction de la "polarité”, en effet, quand la molécule est grande
(PM) I'INP est grand et alors 1'énergie minimale augmente. Mais si on prend la HA pour
calculer 'hydrophobicité, on observe un phénoméne inverse. L'énergie minimale des TGs
diminue avec 'augmentation de HA. Ceci est logique puisque un TGs possédant un haut poids
moléculaire et un nombre élevé de doubles liaisons 2 un INP grand mais sa HA diminue avec
ND. Pour un TG saturé on a INP = HA. Les mémes variations en série homogéne, donc les
mémes phénomeénes, sont observés pour des TGs a différents NP (38, 40, 42, 44, 46 et 48). En
général, il existe une relation linéaire positive entre le volume et 1'énergie minimale des TGs
en fonction de PM, ND, INP. (Volume et énergie augmentent avec ces 3 parameétres).
Inversement, ils diminuent linéairement avec HA. Il a été noté que la linéarité meilleure est
pour I'énergie minimale que pour le volume des TGs, et que pour un NP donné, le volume des
TGs tri-insaturés est significativement plus faible que celui des autres catégories de TGs. Ceci
est du au repliement sur elles-mémes des chafnes des molécules contenant des doubles
liaisons (voir figure V-17). Le repliement des chaines des TGs est fonction des positions des
acides gras sur le glycérol, certains isoméres ayant des volumes moléculaires plus grands ol
plus petits en fonction de I'isomérie. A NP = 50, on observe un phénoméne inverse de tous les
autres, quel que soit NP. En effet, le volume des TGs reste quasiment constant (& partir de 77
kA en fonction de ND, PM ou INP. L'énergie minimale des TGs 2 NP 50 augmente
légérement de 39 a 42 kcal/mol en fonction de ND, PM et INP.
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Tableau V-6 Caractéristiques de quelques TGs (PM. Poids moléculaire : ND, nombre de doubles

liaisons ; INP, indice de non-polarité ; HA. Hydrophobicité apparente ; volume ; €énergie minimale)

NP 36
TGs PM ND INP HA Volume Energie
(kA°?) | (kcal/mol)
LalaLa 638 0 83,00 83,00 2995 29,76
CCP 638 0 63,00 83,00 29.96 29,50
CCO 664 1 86,32 86,32 33,20 31,82
CLaL 690 2 98,90 42,40 36,50 34,20
Lalaln 716 3 107,40 35,80 38,50 37,20
CMLn 716 3 107,40 35,80 38,50 37,04
CyLL 742 4 116,25 31,70 38,30 37,70
LalnLn 794 6 134,98 27.00 4550 41,60
LnLnLn 872 9 165,65 23,70 43,90 47,10
NP 38
TGs PM ND INP HA Volume Energie
(kA% | (kcal/mol)
CLL 770 4 125,00 34,40 4433 39,15
LaLal 718 2 107,70 46,20 42,90 35,54
CMM 666 0 91,02 91,02 33,87 31,20
LLnLn 874 6 166,06 26,22 50,56 46,13
CCS 666 0 91,00 91,02 36,30 31,23
Lal.aM 666 0 91,63 91,023 36,20 31,10
COLn 770 4 125,77 34,30 4423 38,40
LaMLn 744 3 116,56 37,20 39,40 39,74
Lalln 796 5 135,32 31,23 4372 40,30
CPLn 744 3 116,56 37,20 39,20 38,40
CML 718 2 107,70 46,20 39,48 35,60
NP 40
TGs PM ND INP HA Volume Energie
(kA (kcal/mol)
CLaS 694 0 99,50 99,50 39,70 32,54
LaMM 694 0 99,50 99,50 39,70 32,50
LaML 746 2 116,56 48,00 4580 36,82
MLnL 824 5 145,60 39,70 51,30 40,57
Lall 798 4 135,70 37,00 50,00 40,43
OLnLn 876 6 166,44 29,40 43,90 4530
MMLn 722 3 126,00 42,00 42,50 39,70
LalaQ 720 1 108,00 64,80 43,60 34,51
LLLn 876 7 166,44 29,40 46,80 46,40
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Tableau V-7 Caractéristiques de quelques TGs (PM. Poids moléculaire ; ND. nombre de doubles

liaisons ; INP, indice de non-polarité ; HA, Hydrophobicité apparente ; volume ; énergie minimale)

NP 42
TGs PM ND INP HA Volume Energie
(kA% | (kcal/mol)
LalaS 722 0 108,30 108,30 49,00 34,00
MLL 826 4 146,00 39,80 56,60 41,80
LaPl 774 2 126,42 54,20 51,00 39.35
PLLn 852 5 156,20 36,00 56,77 43,0
LaQL 800 3 136,00 45,30 53,77 38,90
OLLn 878 6 166,82 33.36 53,23 44,17
LLL 878 6 166,82 33,36 59,70 45,00
CPP 722 0 108,30 108,30 46,80 34,00
NP 44
TGs PM ND INP HA Volume Energie
(kA®%) | (kcal/mol)
MMP 750 0 117,50 117,50 53,53 34,70
OOLn 776 1 126,70 63,40 55,90 40,50
MPL 802 2 136,35 45,44 54,85 39,30
LaPO 828 3 146,30 36,60 56,00 41,00
PLL 854 4 156,60 31,31 56,50 42,71
OLL 880 5 167,00 27,87 57,31 45,80
NP 46
TGs PM ND INP HA Volume Energie
(kA°®) | (keal/mol)
MPP 740 0 120,90 120,90 53,00 36,70
MMS 740 0 120,90 120,90 53,90 36,77
MOP 804 1 136,70 68,34 54,50 38,70
OOM 830 2 146,63 48,88 58,20 39,87
POL 856 3 156,93 39,23 57,40 41,00
OOL 882 4 167,60 33,58 59,74 42,92
NP 48
TGs PM ND INP HA Volume Energie
kA*) | (keal/mol)
LaSS 806 0 137,00 137,00 65,00 38,00
PPP 806 0 137,00 137,00 67,20 38,00
POP 832 1 147,00 88,20 66,00 40,30
POO 858 2 151,60 90,94 70,00 42,00
SSLn 884 3 168,00 55,98 85,74 44,00
000 884 3 168,00 55,98 48.94 43,60
NP 50
TGs PM ND INP HA Volume Energie
(kA®%) | (kcal/mol)
PPS 834 0 147,34 147,34 77,00 39,00
POS 860 1 157,70 94,60 76,60 41,60
SO0 886 2 168,34 72,00 75,90 42,60
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Tableau V-8 Equations de régression du volume et de 1'énergie minimale des TGs isolés dans

le vide & NP = 36, 38, 40, 42 en fonction de ND, PM, INP et HA (R?: coefficient de régression)

NP 36 (volume) NP 36 (énergie)
Tendance équation R* | Tendance équation R’
ND + 1,719 x + 31,79 | 0,85 + 1,934 x + 30,20 0,99
PM + 0,066 x - 10,38 | 0,85 + 0,074 x - 17,28 0,99
INP + 0,166 x + 19,34 | 0,85 + 0,186 x + 16,30 0,97
HA - -0,189 x +46,57 | 0,82 - -0,189 x + 45,64 0,75
NP 38 (volume) NP 38 (énergie)
Tendance équation R® | Tendance équation R’
ND + 2,113 x+3536 | 0,83 + 2,18x+31,24 0,93
PM + 0,07x-11,15 0,87 + 0,074 x - 17,28 0,99
INP + 0,166 x + 19,34 | 0,85 + 0,186 x + 16,30 0,97
HA - -0,189 x + 46,57 | 0,82 - -0,161 x + 45,26 0,81
NP 40 (volume) NP 40 (énergie)
Tendance équation R® | Tendance équation R’
ND + 1,109x +41,48 | 0,49 + 1,951 x + 32,68 0,97
PM + 0,038x + 15,37 | 047 + -0,065 x - 11,575 0,88
INP + 0,099x + 32,04 | 0,40 + 0,192 x + 13,93 0,97
HA - -0,100x + 49,83 | 0,68 - -0,165 x + 47,74 0,81
NP 42 (volume) NP 42 (énergie)
Tendance équation R* | Tendance équation R*
ND + 1,515x +48,53 | 0,75 + 1,740 x + 34,42 0,97
PM + 0,0583x-6,44 | 0,75 + 0,067 x - 13,92 0,97
INP + 0,154 x +32,01 { 0,74 + 0,178 x + 15,32 0,97
HA - -0,114x +59,74 | 0,72 - -0,125 x + 46,97 0,85
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Tableau V-9 Equations de régression du volume et de I'énergie minimale des TGs isolés dans

le vide 2 NP=44, 46, 48, 50 en fonction de ND, PM, INP et HA (R*: coefficient de régression)

NP 44 (volume) NP 44 (énergie)
Tendance équation R’ | Tendance €quation R
ND + 0,624 x + 54,12 | 0,78 + 1,785 x + 36,16 0,85
PM + 0,024x -36,11 | 0,78 + 0,069 x - 15,33 0,85
INP + 0,063 x +46,78 | 0,77 + 0,180 x + 15,18 0,85
HA - -0,034 x + 57,521 0,73 - -0,096 x + 45,79 0,80
NP 46 (volume) NP 46 (énergie)
Tendance équation R’ | Tendance équation R®
ND + 1,562 x +53,52 | 0,89 + 1,490 x + 36,85 0,99
PM + 0,043 x + 21,76 | 0,87 + 0,041 x + 6,42 0,97
INP + 0,207 x + 25,43 | 091 + 0,128 x + 21,23 0,99
HA - -0,620x + 60,55 | 0,82 - -0,058 x + 43,50 0,88
NP 48 (volume) NP 48 (énergie)
Tendance équation R® | Tendance équation R’
ND + 6,707 x + 64,037 | 0,86 + 1,917 x + 38,10 0,99
PM + 0,258 x - 143,88 | 0,86 + 0,074 x - 21,343 0,99
INP + 0,660 x + 25,05 | 0,85 + 0,186 x + 12,744 0,99
HA - -0,200 x + 92,50 | 0,59 - -0,007 x + 47,46 0,96
NP 50 (volume) NP 50 (énergie)
Tendance équation R® | Tendance équation R’
ND - -0,55x+77,05 { 098 + 1,800 x + 39,26 0,94
PM - -0,021 x - 94,69 | 0,98 + 0,069 x - 18,47 0,94
INP - -0,052x + 84,78 | 0,98 + 0,171 x + 14,07 0,94
HA + 0,013 x + 75,102 { 0,86 - -0,048 x + 46,09 0,93
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Figure V-15 Energie minimale des molécules de TGs isolées dans le vide (kcal/mol) en

fonction de ND.
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Figure V-16 Energie minimale des molécules de TGs isolées dans le vide (kcal/mol) en

fonction de INP

V-6.2. En fonction de l'insaturation

V-6.2.1. TGs saturés

Nous nous intéressons a I'évolution du volume des TGs et de leur énergie minimale en
fonction de l'insaturation. Sur le cas particulier des TGs saturés, nous avons étudié l'effet de
l'augmentation du nombre de carbones (volume hydrocarboné) sur ces paramétres
stéréochimiques et énergétiques. On observe une linéarité entre 1'évolution du volume et de

I'énergie minimale des TGs saturés en fonction de PM et INP.
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PPP

LnLnL

LLL

Figure V-17 Visualisation des molécules de TGs isolées dans le vide (PPP, LnLnL, LLL) (bleu

: atome de carbone ; rouge : atome d'oxygéne et noir : atome d'hydrogéne)
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Le volume et I'énergie minimale augmentent avec la taille des TGs et avec leur non-
polarité. Ceci signifie qu'en augmentant la taille de la molécule, un TG saturé dévient non
seulement plus volumineux mais aussi moins stable.

Pour ce qui conceme les TGs saturés, la variation du volume comme de I'énergie
s'explique bien, lorsqu'on l'exprime en fonction d'un paramétre li€ a la condensation en
carbone (PM, NP). Cette variation linéaire dans la série homologue des TGs est cohérente. Si
on considére les TGs de la MGLA adsorbés sur un support Silica gel (Kieselgel 40), ces sont
les TGs avec NP < 40 qui sont retenus. Ils sont caractérisés par des énergies minimales faibles
<32 et des volumes < 39 kA®>. Une molécule possédant une faible énergie est une molécule

stable d'ou la possibilité d'avoir la conformation "Trident” dans un interface polaire-apolaire.

Tableau V-10 Caractéristiques de quelques molécules de TGs saturés

TGs ND PM ECN INP HA volume | Energie
kA°%) | (kcal/mol
)
Lalala 0 638 36 82,9 82,9 29,95 29,80
CMM 0 666 38 91,02 91,02 33,80 31,20
LaMM 0 694 40 99,5 99,5 39,00 32,60
MMM 0 722 42 108,3 108,3 46,00 34,20
LaSS 0 806 48 137 137 77,60 38,20
PPP 0 806 48 137 137 67,70 38,00
PPS 0 834 50 147,34 147,34 77.20 39,70
SSS 0 890 54 169,1 169,1 97,60 42,60

Nettement, les caractéres de volume et d'énergie sont liés a la facilité pour ces TGs
(saturés) & s'adsorber (faible volume, faible énergie), ou a traverser les matériaux poreux
(grand volume et grande énergie). Les points d'inversion de comportement peuvent s'exprimer

pour ces 2 parametres, et les limites observées dépendent du support.
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Figure V-18 Evolution du volume (kA°3) et de 1'énergie minimale (kcal/mole) des TGs saturés

en fonction de leur poids moléculaire (PM)
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Figure V-19 Evolution du volume (kA°3) et de I'énergie minimale (kcal/mol) des TGs saturés

en fonction de leur INP.

Tableau V-11 Equations de régression du volume et de I'énergie minimale des molécules de

TGs saturés isolés dans le vide en fonction de ECN, PM, INP (R? : coefficient de régression linéaire)

Volume (kA°§) Energie (kcal/mol))
Tendance équation R® | Tendance équation R’
ECN + 3,833 x-111,80 [ 0,98 + 0,714 x + 3,95 0,99
PM + 0.210x - 148,44 | 0,98 + 0,051 x-2,88 0,99
INP + 0,800x-39,30 | 098 + 0,150 x + 17,51 0,96
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V-6.2.2. TGs tri-insaturés

L'effet de la présence des trois AGs insaturés sur une molécule était particulierement
intéressante a étudier. Le nombre de doubles liaisons dans ces TGs varie entre 3 et 9. I est
important de noter que INP, HA et PM diminuent avec ND. L'évolution de 1'énergie minimale
et du volume des molécules des TGs tri-insaturés est tres difficile a interpréter. En effet,
certains TGs tri-insaturés montrent une diminution du volume calculé par HyperChem®. On
peut supposer que la position de I'AG insaturé sur le glycérol peut influencer ce calcul. En
général, on peut considérer que I'énergic minimale des molécules tri-insaturées augmente

quand le nombre doubles liaisons augmente, ce qui défavorise leur stabilité.

Tableau V-12 Caractéristiques de quelques molécules de TGs tri-insaturés

TGs ND PM ECN INP HA volume | Energie
(kA®%) | (kcal/mol)

000 3 884 48 168 41.99 48,90 43,60
OLL 5 880 44 167,2 27.87 57.30 45,80
LIL 6 878 42 166,82 23.83 59,72 45,00
OLLn 6 878 42 166,82 23.83 59,20 44,17
ILLn 5 876 40 166,44 27.74 46,80 46,40
OLnLn 7 876 40 166,44 20.8 43,89 45,30
LLnLn 8 874 38 166,06 18.45 53,56 46,13
LnLnLn 9 872 36 165,68 16.57 43,90 47,00

Si on prend I'exemple d'un TG tri-insaturé mixte, LOL, en considérant les différents
isomeres de position, LLO, OLL, LOL, le calcul de volume permet de discriminer les

différents isoméres.

Isomeéres OLL LOL
Energie min. (kcal/mol) 35,90 26,025
Volume (KA®?) 45,80 57,37
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L'évolution de l'énergie des TGs tri-insaturés est cohérent avec les autres
caractéristiques moléculaires telles que INP, HA, PM etc... (coefficient de régression linéaire

> 0,70). L'évolution du volume des TGs tri-insaturés est peu interprétable.

V-7. Conclusion

La prise en compte de I'INP, de la HA, du volume et de 1'énergie potentielle minimale
permet de bien discriminer les TGs famille par famille. Autrement dit, & l'intérieur de ces
classes (mono-, di-, tri- et saturés) des comparaisons intéressantes de comportement peuvent
étre réalisées. Toutefois, aucun de ces parameétres pris séparément ne permet d'expliquer la
totalité des phénomenes de partition.

Les résultats obtenus dans la série de TGs saturés sont particuliérement intéressants,
car ils permettent d'expliquer l'existence d'un seuil de comportement en rétention, par le calcul
de plusieurs parametres liés a 'hydrophobicité, qui reste en soi une grandeur trés difficile &
déterminer dans notre cas.

Dans le cas des triglycérides tri-insaturés, le fait que 'on ne puisse pas, dans la cadre
de ce calcul, prendre en considération la position de la double liaison, brouille les résultats.
Ceci est cohérent avec ce qui a été montré précédemment : la position de la double liaison
dans la molécule est influente sur le calcul de certains parameétres comme la volume

(fortement), et I'énergie minimale (faiblement).
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Conclusion générale

Le but initial de ce travail était de comprendre le mécanisme de rétention des
triglycérides, en filtration tangentielle de matiére grasse du beurre (MGLA). En effet la
technique mise au point au laboratoire, brevetée et appliquée industriellement souffrait d'un
déficit d'explication théorique quant a la discrimination physico-chimique conduisant certains
TGs a traverser préférentiellement la membrane. Nous avons dans un premier temps reprécisé
la composition triglycéridique de la MGLA obtenue par CLHP-PI, en utilisant un modele de
répartition des acides gras au hasard, sachant trés bien les insuffisances de ce calcul, qui

donne toutefois satisfaction dans notre cas.

Pour ce qui concerne 1'étude de la rétention, nous nous sommes d'abord attachés a
'étudier sur un montage de filtration tangentielle, qui paraissait la continuation des travaux
menés au laboratoire, avec pour objectif de mettre en €vidence les comportements individuels
des TGs. Ce montage a donné des résultats difficilement interprétables : on observe bien la
relation avec le poids moléculaire des TGs, et l'influence de la nature de la membrane, mais
on est limité par le nombre et ]a nature des membranes utilisables : ce sont des matériaux de
filtration que nous ne maitrisons pas. De plus la microfiltration tangentielle met en oeuvre des
parametres techniques hydrodynamiques, qui sont trés influents sur la partition, mais non
directement liés aux propriétés physico-chimiques des triglycérides et de la membrane. En
fait, le montage tangentiel introduit un biais technologique qui rend difficile l'interprétation

moléculaire.

Compte tenu de ces remarques, nous avons décidé de simplifier le montage, en
revenant a une percolation frontale sur des matériaux support de filtration que nous
fabriquions, et qui donc offrait un diversité de supports bien plus large, malgré de nombreuses
difficultés expérimentales. Par ailleurs, I'intérét de ce montage est de se rapprocher des
conditions de la chromatographie liquide, avec cette réserve de taille qu'il n'y a pas de phase
mobile solvant d'élution. On peut toutefois considérer que la matiére grasse fondue est elle-
méme le propre solvant de chacun de ses constituants. Par voie de conséquence, il permet
d'étudier les éluats, les adsorbats, en comparaison avec la charge. Nous avons développé ce
montage via plusieurs variantes : colonnes dont le diamétre est grand devant 1'épaisseur, et
conditions inverses (€paisseur grande devant le diamétre). De plus, devant la complexité de la
MGLA, il est apparu intéressant de filtrer des huiles plus simples, a profil triglycéridique

moins étendu (C12 - C18). Ainsi, nous avons utilisé des huiles végétales pures (olive, pépins
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de raisin), un mélange formulé d'huiles végétales (olive, pépins de raisin, lin, coprah

hydrogénée), ainsi que des mélanges de TGs purs.

Le premier montage concernait des couches plate épaisses, constituées des matériaux
suivants : support hydrophobe greffé C18 et différentes couches d'oxydes métalliques. Les
difficultés de percolation sur certains supports nous ont conduits & utiliser une pression
motrice faible. En filtration de MGLA, on met treés bien en évidence sur ces supports
linfluence sur la partition des poids moléculaires, et linversion de comportement des
triglycérides en fonction des caractéristiques d’hydrophobicité du matériau. Systématiquement,
la meilleure partition est obtenue dans les premiéres minutes de la filtration, au cours
desquelles la différence de comportement en fonction du nombre de partition (NP) des TGs
est particuliérement évidente. Par la suite, le phénomeéne devient de moins en moins net, ce
qui peut s'expliquer par le montage : toute la charge finit par passer. Certains matériaux
supports (oxydes de titane et de zirconium) donnent des résultats peu interprétables du fait de

la difficulté de percolation (formation d'une émulsion de type "peinture").

Des résultats comparables sont obtenus avec une huile formulée, pour laquelle les 2
phénomenes d'adsorption et de passage, particuliérement nets sur l'oxyde d'aluminium,
peuvent étre aisément interprétés en considérant les indices de non-polarité, grice a la
simplification qu'apporte la composition de l'huile. Cette interprétation est basée sur la
considération de 2 facteurs : les interactions a l'interface polaire-apolaire, et les empéchements

stériques découlant de la structure des molécules de TGs.

Dans une quatriéme partie, nous avons cherché a faire varier I'hydrophobicité des
surfaces adsorbantes. L'utilisation d'une surface filtrante en billes de verres, nues, et
imprégnées d'une couche hydrophobe a base de silicones de 2 types et a plusieurs taux a
permis de faire varier cette propriété. De plus, sur ces supports ainsi qu'avec les oxydes
métalliques, nous avons analysé les €luats et les adsorbats obtenus en fin de filtration. En ce
qui concerne les perméats de MGLA obtenus sur billes de verre, les comportements des TGs
sont caractérisables en 3 groupes : petits, moyens et grands TGs. Les pourcentages de TGs
transmis s'inversent exactement entre les billes de verre nues et revétues, montrant bien
l'influence du caractere plus ou moins hydrophobe de la surface active. L'adsorption des TGs

sur la surface de verre revétue ou non s'interpréte bien en considérant les conformations que

222



Conclusion générale

peuvent présenter ces molécules dans les conditions de la percolation et en fonction de leur
propre stéréochimie. Les conformations "trident” et "diapason” sont favorisées ou non suivant
les caractéristiques de la surface. Par ailleurs, la capacité de rétention de la membrane

augmente avec le taux d'imprégnation en silicones.

Les supports hydrophiles (gel de silice et oxyde d'aluminium) donnent des résultats
particuliérement démonstratifs : on observe une parfaite symétrie dans les profils
triglycéridiques entre les adsorbats et les éluats. En revanche, les points d'inversion du
comportement moléculaire des TGs de la MGLA sur la surface active sont différents ;
toutefois, l'interprétation en est encore impossible. La température joue un grand réle sur la
quantité de MGLA adsorbée, mais il est difficile de discriminer entre l'effet de la diminution

de la viscosité, et celui de la déstructuration d'une matiére "surfondue".

L'étude des adsorbats obtenus sur les mémes supports avec des huiles végétales permet
de confirmer les résultats obtenus sur la MGLA. L& encore, les oxydes les plus hydrophiles
donnent les résultats les plus nets, avec symétrie des profils. L'huile de pépins de raisin a,
compte tenu de sa particuliére composition, permis de mettre en évidence l'effet de
l'insaturation sur la rétention, laquelle se relie bien au calcul de I'hydrophobicité apparente. De
plus, le point d'inversion est indépendant de la température, alors que les quantités absolues
adsorbées diminuent avec celle-ci.

Avec des mélanges de triglycérides purs, on confirme ces résultats sur les 2 supports

hydrophiles.

Dans un dernier chapitre, nous avons cherché a caractériser I'hydrophobicité des
molécules triglycéridiques, dans le but d'expliquer les inversions de comportement avec cette
clé. Ainsi, 5 méthodes d'approches de ce paramétre particuliérement difficile & déterminer
dans le cas des TGs ont été mises en oeuvre : HLB, PM/NP, PM, INP et HA. De plus, les
aspects stéréochimiques et énergétiques ont été approchés, grice 4 une visualisation
informatique des structures moléculaires. Les résultats sont les suivants : la HLB est un calcul
trés insuffisant, qui ne permet pas de discriminer les différents TGs. Les autres modes de
calcul permettent de classer les TGs en quartets, conformément a la théorie

chromatographique proposée par Frede et Thiele. De plus, le tracé des droites représentant ces

différents calculs en fonction des poids moléculaires et des NP discrimine bien les 4 familles
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de TGs en fonction de leur insaturation. Il apparait que la meilleure quantification est obtenue
avec I'INP et la HA, lesquels rendent assez bien compte des facteurs influents sur

I'hydrophobicité que sont le poids moléculaire, la condensation en carbone, et I'insaturation.

En conclusion, ce travail fait avancer le probléme trés compliqué de la quantification
des caractéres hydrophile / hydrophobe des surfaces filtrantes et des triglycérides, mais les
modeles de calcul ne sont pas encore satisfaisants. Il conviendrait de travailler molécule par
molécule, pour pouvoir calculer les différentes énergies d'interaction surface - particule. Ce
travail, expérimentalement cher, et fondamentalement complexe a été abordé, mais non

encore mené a bonne fin et fera I'objet d'une poursuivie dans le laboratoire.
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ANNEXE 1 : CLHP de différents corps gras et huiles

ANNEXE 1 : CLHP de différents corps gras et huiles.

(ACN: Acétonitrile, ACE: Acétone, CH2CI2: Dichlorométhane, CH3Cl: Chloroforme, Hex: Hexane, iPrOH: Isopropanol, THF: tétrahydrofuranne
Pr: n-Propanol, MeOH: Methanol, EtOH: Ethanol) - iso: isocratique, grad: gradient

Huiles et| Elution | Colonne Nombre Phase mobile Débit Détec- | Références

graisses (ml/mn) teurs

Arachide, coton iso Bondapak C18 1 ACE/ACN £,3 IR Bézard er al., 1980
30cm x 3.9 mm LD (5 um) 42 [/ 58

Noix de coco iso Partisit ODS1, ODS2 2 MeOH/ACE/iPrOH/ACN ? IR EL-Hamdy et al., 1981
Zorbax ODS 1/0/3/4a1/6/3/4
25cmx 4.6 mm LD (10 pym, 7 pm)
LC1,LC8,LC18
25cmx 4.6 mm LD (5 ym)

Olive, soja, mais, iso Supelcosil ODS LC-18 2 ACN/ACE ? IR EL-Hamdy er al., 1981

paime 25cmx 4.6 mm LD (5 ym) 36.4/63.6

Soja, coprah iso Lichrosorb RP-18 ODS 1 ACN/CH3CI3 1.5 IR Goiffon er al., 1981
25cm x 4.6 mm LD (5 pm) 50 /50

Soja, palme iso Nucleosil C18 1 ACN/iPrOH/Hex 0.8 uv Hersloff, 1981
15cmx 4.6 mm LD (5§ pm)

Olive, noix de iso Lichrosorb Rp-18 1 ACN/THF/Hex 1.5 IR Jensen, 1981

€oco (5 pm) 224 /123.3/39.6 (P/P/P)
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ANNEXE | : CLHP de différents corps gras et huiles.

Huiles et| Elution | Colonne Nombre Phase mobile Débit Détec- | Références
graisses (ml/mn) teurs
Palme, cacao, iso Nucleosil 5 C-18 ACN/ACE 1,8 IR Peterson et al., 1981
Colza 25cmx 4.6 mm LD 50/50
75cmx 4.6 mm1D ACN/ACE
100cm x 4.6 mm 1.D 60/40
(5 pm)
Palme iso Hibar Rp -18 PrCN 0.5 IR Podlaha et al., 1982
25 cm x 4mm (5 ym)
Palme iso C-18 ACE/ACN 1,1 IR Deffense, 1983
(5 pm) 625 / 315
Cacao, mais, iso Rsil C-18 HI Pr/iPr/EtOH IR Geeraert et De Schepper
colza, coton 25cm x 4.6mm LD (5 pm) 1983
Olive, tournesol, iso Lichrosorb Rp-18 ACN/ACN 1,5 IR Perrin et Naudet, 1983
mais, soja 25cm x 4.6mm LD (5 pm) 40 /60
Beurre grad. Sphérisorb 5 ODS 2 ACN/ACE 1,5 DDL | Robinson et Macrac,
25¢cm x 4.6mm LD 1984
Scm x 4.6mm LD
(5 pm)
Arachide, soja grad. Supelcosil LC-18 PrCN/ ACN 1,5 SM Myher et al., 1984
25cm x 4.6mm LD (5 pm) 30/70 2 90/10
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ANNEXE 1 : CLHP de différents corps gras et huiles

Huiles et| Elution | Colonne Nombre Phase mobile Débit Détec- | Références

graisses (ml/mn) teurs

Beurre grad. Sphérisorb 50DS 2 2 ACN/ACE 1,5 DDL | Robinson ef al., 1985
25cm x 4.6mm L.D
Sem x 4.6mm LD (5 pm)

Arachide 50 MCH-10 (C18) 2 ACN/EtOH 1,5 uv Singleton et Pattee, 1985
MCH-10 (C18) end capped ACN/MeOH
(30cm x 4mm) 80/20 ou 50/50

Olive iso Sphérisorb SODS 2 1 ACN/ACE 1 DDL | Ttsimidou et Macrae,
25c¢m x 4.6mm LD (5 pm) 35/65 1985

Soja, tournesol, grad. Lichrospher 100 CH-18 2 ACN/CH2CI2/ACE 1 DDL | Perrin et Prevot, 1986

arachide, colza 25cm x 4mm L.D. (3-4 pm) 80/15/5 a 20/60/20 en 60

minutes

Pépins de cassis grad. Lichrosorb 100 CH-18 2 ACN/CH2CI2 1 LLSD | Perrin et Prévot, 1986
25c¢m x 4mm LD. (3-4 pm) 80/20 4 40/60 en 80 minutes

Arachide iso Hibar LiChrosorb 100 CH-18 ! ACE/ACN 1,2 IR Sempore et Bézard, 1986
25cm x 4mm I.D. (3 pm) 70/30
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ANNEXE | : CLHP de différents corps gras et huiles.

Huiles et{ Eltion | Colonne Nombre Phase mobile Débit Détec- | Références
graisses (ml/mn) teurs
Cheval, tourne- iso Lichrospher 100CH 18 :3 2 ACN/ACE 1 LLSD
sol, lin, colza 25cm x 4mm L. (5 pm) 5/95
Olive iso Lichrospher 100CH 18 :3 2 ACN/ACE 0.7 LLSD
25cm x 4mm LD (5 pm) 5195
olive grad. Lichrospher 100CH 18 :3 2 ACN/ACE 0.7 LLSD
25cm x 4mm LD (5 um) 5/95
Beurre, palme grad. Lichrospher 100CH 18 :3 2 ACN/ACE 0,8 LLSD
25¢m x 4mam 1D (5 pm) 5/95 Stolyhwo et al., 1985
Arachide grad. Lichrospher Rp 18 1 ACN/ACE | LLSD
25cm x 4mm 1.D (5 pm) 5/95
MGLA iso Nucleosil C18 2 ACE/ACN 0.8 IR Frede et Thiele., 1987
15cm x 4.6mm LD (5 pm) 63/35
Microsher C18
10cm x 4.6mm 1.D (3 pm)
Raisin iso Sphérisorb ODS 1 ACN/ACE/THF 1,5 IR Barron er al., 1988
20cm x 4.6mm 1.D (5 pm) 58/38/4
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ANNEXE | : CLHP de différents corps gras et huiles

Huiles et| Elution | Colonne Nombre Phase mobile Débit | Détec- | Références
graisses (ml/mn) | teurs
Huile de beurre grad. non { Hibar Lichrospher 100 CH-18/2 2 ACN/ACE Ionis. de | Nurmela et Satama, 1988
linéaire | 25cm x 4.6mm 1D (5 pm) flamme
Coton is0 Supelcosil LC-18 2 ACN/ACE 1 IR Balesdent er al., 1989
15cm x 4.6mm (5 pm) 37 163
Cacao, soja, olive grad. Supelcosil LC-18 I CH2CI2/ACN 0,6 DDL | Palmer et Palmer, 1989
I5cm x 4.6mm (5 pm) 30/70 a 70/30 en 60 min.
Huile grad. Sphérisorb ODS-11 1 ACN/ACE 0.6 IR Aitzetmiiller, 1990
débit 25c¢m x 4.6mm 1.D (5 pm) 58 /38
- 1.6
(20 mn)
MG de vache, grad. Sphérisorb ODS-I1 2 MTBE/ACN 1 uv Barron et al, 1990.
chévre, 20cm x 4.6mm 1.D (5 pm) 23/77
MGLA iso LiChrosorb 100 Rp-18 1 ACE/ACN | IR Maniongui et al, 1991.
25cm x 4.6mm I.D (4 pm) 55/45
Palme, tournesol, grad. Zorbax 2 ACN/CH2CI2 0,8 ionisatio | Zeitoun er al., 1991
mafis, arachide 50cm x 4.9mm L.D (5 pm) 60/40 a 30/70 en 120 min nde
flamme
MGLA iso Supelcosil LC-18 2 ACN/ACE 0.8 IR Bornaz er al., 1992
15¢cm x 4.6mm 1.D (5 pm) 41/59
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ANNEXE | : CLHP de différents corps gras et huiles.

Huiles et| Elution | Colonne Nombre Phase mobile Débit Détec- | Références

graisses (ml/mn) teurs

Olive iso Sphérisorb C18 1 ACN/ACE/ethyl ether 1 IR, SM | Caboni er al, 1992.
[Sem x 4.6mm 1.D (3 pm) 25/65/10

Soja, MGLA grad. Sphérisorb ODS-2 1 ACE/ACN 1,2 DDL | Hierro et al,1992.
25c¢m x 4.6mm 1.D (3 pm) ACN/ CH2CI2

ACN/ACE/MTBE

Avocat grad. Sphérisorb ODS-2 2 ACE/ACN 0.8 DDL | Hierro et al, 1992.
25¢m x 4.6mm 1.D (3 pm) 35/65 a 70/30

Mais, coton, grad Hypersil ODS I CH2CI2/ACN t DDL | Lettre, 1993

olive 25cm x 4.6mm LD (5 pm)

Beurre iso Lichrosphere 100 Rp 18 i ACE/ACN (55/45) 1 IR Gresti et al., 1993
(25c¢m x 4mm 1D (4 pm) ACE/ACN (50/50)

Huiles végétales iso Lichrosorb Rp 18 1 ACE/ACN 1,5 IR Firestone, 1994

Soja,.. ; 25cm x 4.5mm LD (5 pm) 50/50

Lichrosphere 100 CH18
(25cm x 4.5mm LD (5 pm)
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ANNEXE | : CLHP de différents corps gras et huiles

Huiles et| Elution | Colonne Nombre Phase mobile Débit Détec- | Références
graisses (ml/mn) teurs
Soja, lin, palme, grad. Superspher Rp-18 1 Solvant A : ACN 1 uv Aitzetmiiller et Groheim,
noix de coco, 25cm x 4.6mm 1D (4 pm) Solvant B : 2- PrOH IR 1993
olive Solvant C: ACN/2-PrOH/Hex
(60:20:20)
A:70/B:30/C:0
To
A:0/B:0/C:100
Solvant A: ACN/2-PrOH/Hex
(60:20:20)
Solvant B: EtOH/ hex. (80 :20)
Beurre iso Brownlee Spheri 5 ODS 1 ACN/CH2CI2 1 DDL | Heron et Tchapla, 1994
25cm x 4.5mm LD (5 pm) 73127
Olive, Palme, iso Brownlee Spheri 5 ODS 1 1 DDL | Heron et Tchapla, 1994
Raisin,...... 25cm x 4.5mm I.D (5 pm)
Lichrosher 100CH 18 :2
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ANNEXE 1 : CLHP de différents corps gras et huiles.

Huiles et| Elution | Colonne Nombre Phase mobile Débit Détec- | Références
graisses (ml/mn) teurs
Olive, Palme, iso 25cm x 4.6mm 1.D (10 ym) 1 t DDL | Heron et Tchapla, 1994
Raisin,...... Ultracab 30DS
15cm x 4.6mm L.D (3 pm)
Supelcosil LC PAH
15cm x 4.6mm LD (5 pm)
Zorbax phenyl
25cm x 4.6mm LD (5§ pm)
MGLA grad. Spherisorb ODS-2 Zorbax C18 2 ACN/PCN/ 0,7 DDL | Spanos er al., 1995
25¢m x 4.5mm 1.D (5 pm) (PCN/MCL) MS
30/70/0 a 5/95/0
en 50 min
5/95/0 a 0/0/100 en 70 minutes
MGLA grad. Sperisorb ODS-2 2 ACN /ACE 09 DDL | Ruiz-Sala et al., 1995
25cm x 4.5mm LD (5 pm)
15¢cm x 4.6mm 1.D (5 pm)
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Annexe 2 : Les réactions de silanisation

1- Les greffes monomériques

Avec des silanols monofonctionnels:
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Annexe 2 : Les réactions de stlanisation

3- Les greffes polymériques
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RESUME

Cette étude est une contribution a la compréhension des phénomenes de partition des
triglycérides du beurre sur des supports filtrants. Suite a des résultats difficilement interprétables
obtenus en filtration tangentielle, la percolation frontale a travers différents matériaux poreux a
été utilisée pour caractériser la rétention. Celle-ci est fonction de la surface de contact et de la
nature du matériau : les matériaux hydrophobes retiennent les triglycérides a nombre de partition
élevé, alors qu'ils traversent les matériaux hydrophiles.

La percolation sur des couches épaisses de matériaux filtrants a été étudiée afin de se placer
dans des conditions telles que la théorie de la rétention chromatographique puisse s'appliquer. La
comparaison adsorbat / initial et éluat / initial a permis de caractériser la rétention en fonction du
temps, de la couche filtrante (épaisseur, composition) et des caractéristiques des
triglycérides (longueur de chaine, insaturation, voluminosité et indice de non-polarité). Les
oxydes d’aluminium et les gels de silice donnent la meilleure partition.

Devant la complexité de la MGLA, nous avons également utilisé des mélanges d’huiles et de
triglycérides standards, afin de préciser I'influence du caractére hydrophobe des triglycérides,
estimé a l'aide de divers modeles (indice de non-polarité, hydrophobicité apparente, condensation
hydrocarbonée, insaturation, voluminosité et énergie minimale).

A study of the interactions between molecules and boundary materials in hydrophobic filtration of
complex mixtures of triacylglycerols : butter oil and different vegetable oils as examples

SUMMARY

A contribution to the understanding of membrane partitioning of triacylglycerols of butter oil
on different filtration materials is presented in this work.

Crossflow filtration was preferred to tangential filtration because of confusing results.
Crossflow percolation through different porous media was used so as to characterize retention.
This was found to be function of contact surface and the nature of media : hydrophobic materials
retained triacylglycerols with high partitioning number while the same triacyglycerols passed
through Hydrophilic materials.

Percolation of triacylglycerols on thick layers of porous materials were studied so as to apply
the theory of chromatographic retention in the explanation of this partitioning.

Comparison between adsorbed/initial and eluted/ initial allowed the characterization of retention
as a function of time, filtration layer (thickness, composition) and triacylglycerols characteristics
(chains length, saturation, voluminosity and non polarity index).

Aluminum oxide and silica gels were considered as the best support for triacylglycerols
partitioning. '

As a result of the complexity of anhydrous milk fat composition, mixtures of oils and
standards triacylglycerols were used so as to precise the hydrophobic character of triacyglycerols
which is estimated by the use of different models (non polarity index, apparent hydrophobicity,
chains length, saturation, voluminosity and minimal potential energy).

MOTS-CLES : MGLA, triglycérides, huile formulée, hydrophobicité, interaction, partition,
adsorption.






