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The analysis of fatty acids by Capillary
Electrophoresis has been expanding over the
last ten years. From the first approaches perfor-
med by CZE with acids presenting short normal
chains, studies become more diversified thanks
to the potentialities offered by Capillary
Electrophoresis (use of micelles of various
nature, study in non aqueous media). So, ana-
lyses of complex mixtures of fatty acids from C
to C,,, with normal and substituted chains have
been successfully performed.

Introduction

10

tales ou animales, ou bien encore s’y trouvent sous forme
d’'esters. Les acides gras naturels ont une chaine de 4 a 28
atomes de carbone, en général non ramifiée et & nombre pair
d'atomes de carbone. Cette chaine carbonée peut étre satu-
rée ou insaturée. Les acides gras sont nécessaires a l'orga-
nisme humain et par suite leur analyse s'avere fondamentale
tant sur le plan du contrdle en recherche médicale que pour
évaluer la pureté, l'origine ou la fraicheur des aliments dits

« frais ». Du fait de leur présence dans des matrices com-
plexes et de I'absence de groupement chromophore en leur
sein (groupement chromophore permettant leur détection
aisée dans la gamme classique de I'UV), les quelques
méthodes de séparation utilisées jusque dans les années 80
ont pour la plupart nécessité une transformation de ces
acides. Ainsi en chromatographie liquide haute performance
(HPLC) ont-ils souvent été estérifiés, avant ou apres la sépa-
ration, afin de leur conférer soit une forte absorbance, soit

Les acides monocarboxyliques aliphatiques, communémeute fluorescence [1-6]. A I'heure actuelle, leur analyse est
appelés acides gras, dérivent d’huiles ou de graisses végdcore pour I'essentiel, réalisée par chromatographie en
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phase gazeuse (GC) couplée a un détecteur a ionisation diacétonitrile et de polyoxyéthyléne-23-lauryl éther (Brij 35)
flamme (FID). Pour ce faire, ces acides doivent étre dérivéonduit & une bonne séparation du mélange en moins de 20
avant analyse. Le but de cette dérivation étant d’augmenterinutes. Dans cette étude, il est montré I'influence de la lon-
leur volatilité, c’est aux esters méthyliques ou silyliques qugueur de la chaine carbonée sur I'hydrophobicité des acides,
I'on a recours [7-10]. cette derniere augmentant avec le nombre d’atomes de car-

Seul un petit nombre de techniques a permis anal bone. En réalité, lors de cette analyse le SDBS ne joue que
P 9 P Y% role de chromophore, la forte teneur en acétonitrile ne per-

directe de ces acides gras. Ces méthodes ont ete ProposH&hant pas la réalisation des micelles de SDBS. Enfin a titre

e e ozt iiempe, cos abteurs applauent e systems electioph:
applications [11,12], mais également en chromatographie dhique a Fanalyse d'échantilons de beurre.

phase supercritique (SFC) [13] ou bien encore en chroma- Dans le méme esprit, R. Roldan-Assad et P. Gareil déve-
tographie liquide en association avec une détection UV lappent parallélement une autre stratégie basée sur la CZE,
basse longueur d'onde [14]. Lisotachophorése a été égale- mode de détection étant également la détection UV indi-
ment largement utilisée [15,16]. recte. Ainsi, grace a l'utilisation concomitante de triméthyl-

R s N _ ... B-cyclodextrine et de méthanol, ils parviennent a séparer en
Face a ce constat, I'électrophorése capillaire est trés v%% Y P P

. o= . , moins de 16 minutes un mélange d’acides gras saturés allant
apparue comme une alternative intéressante puisqu’el 9 9

apporte, en plus de son haut pouvoir de résolution et de sqni G a G, et atteignent des, seuils de déteqtlon de I’ordr_e
faible codt de mise en ceuvre, un large champ d'applicatio e 1,2 10° M. Fort de ce résultat, leur systéme est appli-

. o . ' S rﬁjé a un extrait d’huile de coco [21].

compte-tenu des diverses conditions opératoires qui lui so

associées. Dans la méme période, G. Gutnikov et al. développent un
systéme électrophorétique contenant 60 % d’acétonitrile et
de l'acide trinitrobenzenesulfonique afin d’'étudier les acides
gras dans des hydrolysats [22]. Appliquant également la

. ok . . ZE, A. Desbéne et al. utilisent un électrolyte contenant
Les premiers travaux ont été effectués essentiellement sur 85 06 d'éthanol en association avec une détection fluorimé-

gmdes gras a courtes, chaines gxaar ces derniers peuvent trique indirecte induite par laser (LIF). lls obtiennent ainsi
etre fort_gment charges Qans des solutions aqueuses de &&$ limites de détection d’environ 700 & 800 ppb [23].
approprié et donc possedent une grande mobilité électro-
phorétique d'ou des temps d’analyse réduits. X. Huang Plus récemment, J. Collet et P. Gareil, continuant I'étude
et al., en 1989, ont été parmi les premiers a utiliser I'élednitiée par R. Roldan-Assad, appliquent aux acides gras satu-
trophorése capillaire de zone (CZE) pour I'analyse d'acides et insaturés (- C,g) la technique précédemment utili-
carboxyligues de faibles masses moléculaires{(@C,) sée en changeant Iégérement la composition de I'électrolyte
contenus dans des échantillons de vins blanc ou rouge [1@E séparation, la triméthfi-cyclodextrine étant substituée
Le tableau | regroupe les différentes conditions expérimempar la diméthyB-cyclodextrine. lls parviennent a des seuils
tales utilisées en fonction des caractéristiques de la chailmites de détection de I'ordre de-i® et I'appliquent alors
grasse. a la détermination de la composition d’huiles végétales

Par la suite M.T. Ackermans et al. ont utilisé la CZE,(SOJa’ tournesol et olive) [24].

paralleélement a I'équipe de J. Romano [18], afin de compa- Par la suite W. Buchberger et K. Winna montrent que la
rer les caractéristiques de la détection en UV indirecte et €&ZE est une méthode parfaitement adaptée a la séparation
la détection conductimétrique, lors de I'étude d’'un mélangd’une matrice complexe contenant des acides gras saturés ou
d’acides gras saturés (€ G;). Dans cette étude, ils présen-insaturés (C— C,,). lls réalisent une séparation en moins de
tent également un traitement théorique de la réponse 8&nminutes, atteignant des seuils de détection d’environ
détection UV indirecte [19]. 5 pg/mL (cf. Fig. 1). lls donnent a titre d’exemple I'élec-

, o . - trophorégramme obtenu sur un échantillon de beurre [25].
L'analyse d’'acides présentant de plus longues chaines car-

bonées n'a été mise en ceuvre que tres récemment en faisarbans la méme période, une étude, initiée par B.L. De
appel soit a la chromatographie capillaire électrocinétiquBacker et L.J. Nagels, couple la CZE & une détection poten-
micellaire (MEKC), soit a la CZE. En effet, le problemetiométrique. Ces auteurs analysent les acides carboxyliques
majeur de ces études est en fait la difficulté croissante présentant une longueur de chaine inférieure ou égale a 10 ;
solubiliser totalement les échantillons, dés que la longuegrace a leur systeme, ils obtiennent des seuils de détection
de la chaine augmente (>)CLajout de cosolvant orga- correspondant a des concentrations de l'ordre deML@t
nique dans les électrolytes de séparation résout partiellemeétudient les facteurs influencant la détection potentiomé-
cette difficulté. trique, tels que la nature de I'électrolyte, la tension de sépa-

Ainsi, F.B. Erim et al. [20] utilisent la MEKC, avec une ration ou la nature et la taille des €lectrodes [26].
détection UV indirecte, afin de séparer un mélange de 13 Dernierement en 1997, O. Schmitz et S. Gab appliquent
acides gras de & C, Lemploi du dodécylbenzénesulfo- la MEKC, couplée a un détecteur a barrettes de diodes (UV-
nate de sodium (SDBS), tensioactif anionique, comm®AD), a l'analyse d’'un mélange contenant des isomeres
chromophore dans un électrolyte constitué de 50 9@’hydroperoxydes d’acides gras insaturés (acides oléique,

Différentes approches
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Tableau |. Conditions opératoires pour I'analyse des acides gras par Electrophorése Capillaire, en fonction des carac-

téristiques de leur chaine carbonée.

a) Entre parenthéses est rapportée la longueur effective (longueur séparant la cellule

de détection de I'extrémité ou est effectuée l'injection). b) MES : acide 2-morpholinoéthanesulfonique, ¢) HIS : histidine, d)
TTAB : bromure de triméthyltétradécylammonium, e) Tris : tris (hydroxyméthyl) méthylamine, f) SDBS : dodécylbenzénesulfo-
nate de sodium, g) Z1-méthyl : sulfonate de triméthylammoniumpropane, h) HEPES : acide N-(2-hydroxyéthyl) pipérazine-N*-
2-éthanesulfonique.

Auteurs  Echantillon Capillaire? T (°C) A (nm) (kV) Electrolyte Détection Réfs.
X. Cc,-C, Silice vierge - - 20 MESP/His® 10 mM  conductimétrique [17]
Huang saturés 42 cm (40) x 75 um TTAB¢ 0,5 mM
et al. (pH = 5,9)
M.T. C,-Cq Silice vierge 25 254 25 Acide benzoique 10 mM UV indirect [19]
Ackermans saturés 57 cm (50) x 75 um Tris®
et al. (pH = 8,5)
F.B. Cs— Cypo Silice vierge 23 198 20 SDBS' 10 mM UV indirect [20]
Erim saturés 60 cm (45) x 50 um Brij 35 30 mM
et al. (pH = 8,5)

Acétonitrile 50 %
R. C,—Cy Silice vierge 30 270 30 Tris 20 mM UV indirect [21]
Roldan- saturés 40 cm (22) x 50 um p-anisate 10 mM
Assad Triméthyl-3-CD 1mM
et al. (pH = 8,2)

Méthanol 60 %
A. C,—Cy Silice vierge 40 - 30 Borax 5 mM LIF [23]
Desbéne saturés 57 cm (50) x 50 um Fluorescéine 10 mM
et al. (pH = 9,2)

Ethanol 40 %
J. Cu—Cys Silice vierge 27 260 30 Tris 10 mM UV indirect [24]
Collet saturés 72 cm (50) x 50 um p-anisate 5 mM
et al. et insaturés Diméthyl-3-CD 1 mM

(pH = 8,1)

Méthanol 50 %
W. C,-C,, Silice vierge 45 240 30 diéthylbarbiturate 5 mM UV indirect [25]
Buchberger saturés 40 cm (20) x 75 um Z1-Méthyle 0,5 mM
et al. et insaturés (pH = 10,5)

Ethyléneglycolmono-

méthyléther 70 %
B.L. C,—-Cp Silice vierge 25 - 20 HEPES" 5 mM potentiométrique [26]
De Backer saturés 60 cm x 75 pm (pH =7)
et al.
0. Cis Silice greffée Cyq 25 195 28 phosphate de K 60 mM UV-DAD [27]
Schmitz insaturés 57 cm (50) x 50 um Brij 35 11gL?
et al. peroxydés (pH = 6,30)

Ethanol 30 %
0. Cx Silice vierge 25 - 28 phosphate de K 60 mM UV-DAD [28]
Schmitz insaturés 47 cm (40) x 50 um Brij 35 0,8 glL?
et al. peroxydés SDS 35 mM

(pH = 6,30)

Ethanol 30 %
E. Cu— Cy, Silice greffée PTFE 25 264 20 Tris 40 mM UV indirect [30]
Drange saturés 67 cm (46) x 75 um Acide anthraquin-
et al. one-2-carboxyliqgue 2,5 mM

(pH = 10,4)

NMF-Dioxane (3:1, viv)
J. Cu— Cy Silice vierge 25 254 30 Tris 10 mM UV indirect [31]
Collet saturés 35 cm (27,5) x 50 um p-anisate 5 mM
et al. et insaturés Brij 35 10 mM

(pH = 8,1)

Méthanol 50 %
K. Cp,—-Cyu Silice vierge 25 214 20 p-hydroxybenzoate 10 mM UV indirect [32]
Heinig saturés 57 cm (50) x 50 um Tris 5 mM
et al. et insaturés Brij 35 40 mM

(PH = 6)

Acétonitrile 50 %
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Figure 1. Electrophorégramme d’'un mélange standard d’acides 26
gras saturés [25]. Conditions opératoires : Capillaire en silice
fondue, 30 cm x 75 um I.D. ; Electrolyte de séparation : 5 mM
diéthylbarbiturate (pH = 10,5) contenant 0,5 M Z1-Méthyl et 70 %
Ethyléneglycolmonométhyléther ; Tension appliquée : 30 kV ;
Température : 45 °C ; Détection UV indirecte a 240 nm ; Injection i\ L)\
hydrodynamique : 3 s. (Reproduit avec l'accord de
W. Buchberger.)

n L i -l

12 16

linoléique et linolénique (). Ces composés, résultant de Temps (min)

la réaction entre les acides gras correspondants et I'oxygé

ont été récemment mis en cause dans |'athérosclérose ;

sont également responsables, lors de leurs dégradations,rigure 2. Séparation d'un mélange d'acides gras de C ;. — Cy
I'odeur rance caractéristique des produits périmés. L'équif[30]. Conditions opératoires : Capillaire greffé, 67 cm (46 cm
de O. Schmitz compare I'utilisation d’un capillaire vierge erjusqu'au détecteur) x 75 pm 1.D.; Electrolyte de séparation :
silice fondue avec celle d'un capillaire greff§,CElle 4,0 mM Tris, 0,25 mM acide anthraquinone-2-carboxylique (pH
remarque ainsi que la reproductibilité est meilleure sur |= 10,4) dans un melange NMF - Dioxane (3 : 1, v/v); Tension
capillaire greffé mais pas la résolution ni les limites deappliquée : 20 kV; Température : 25 °C; Détection indirecte &
détection (1,9 10“M contre 9x 10°°M avec un capillaire 264 nm ; Injection hydrodynamique : 6 s. (Reproduit avec lI'ac-

de silice vierge) [27]. Poursuivant leur étude, ces auteuy®™d 9¢ E- Lundanes).

analysent des isomeéres hydroperoxydés de 'acide arachic
nique (G) par l'intermédiaire de micelles mixtes de Brij 35 - : N .
et de dodecylsulfate de sodium (SDS) [28]. Afin d'abaissefeniant des longueurs de chaine variant 4& G, en uth
leurs limites de détection, ils ont tout derniérement coupeklt\.‘e""mt a MEKC. lls développent alors un traitement theo-
leur systéme électrophorétique précédemment optimisé a gue. basant leurs travaux sur le modele physico-chimique

détecteur LIF. Ce couplage nécessite une post-dérivation Svglpppe par S. Terabe et al., afin d,e modeliser Ilpfluence
leurs composés afin de leur conférer un fluorophore. I € l'ajout de cosolvant organique (méthanol) dans ['électro-

obtiennent ainsi des seuils de détection divisés par dix (s|toeagﬁfs?§ﬁ'ragg;‘ a|||r§| q;r(\a/igﬁlrgeer?te ;?n(;?ngeggag?gre&ﬁ?n'
Pordre de 1,5x 10°M) [29]. ) S9). 1S P P

mélange test en moins de 5 minutes (cf. Fig. 3) [31]. Enfin
Parallélement a ces études, E. Drange et E. Lundanes,&ss travaux ont été trés récemment repris par K. Heinig
basant sur la trés faible solubilité des acides gras a longueis al. dans le but d’opérer une étude comparative entre
chaines en solution aqueuse, présentent des travaux sur tiéectrophorése capillaire et I'HPLC [32].
acides gras satures a longues chaines carbonges Ge)  cotte revue rapide des divers travaux effectués en élec-
par électrophorése capillaire en milieu non aqueux. lls optjz

. . . . N . .- traphorése capillaire sur les acides gras ne se prétend pas
misent leur séparation grace a un systeme €lectrophorelique, - \rive En effet, cette technique analytique est encore en

a base deN-méthylformamide (NMF). lls obtiennent ainsi - - ,
en moins de 16 ¥ninutes la s(éparaztion d'un mélange dep ein essor dans ce domaine comme dans tant d’autres
' comme le montrent les travaux de R. Szlcs et al. sur I'ana-

composés avec des limites de détection de I'ordre de 2,5I P PO
. N . " “lyse des phospholipides dans les lécithines par MEKC [33
10°M (cf. Fig. 2). Face a ce constat trés positif, ce systém U ceux dpe M.pAreIﬁ)ano et al. sur I'analyse sienple et rap[ide]

Si?sz(ljor:s[:g%?p“que avec succes a Fanalyse d'une huile f C}ZE_d’acides gras en vue de qaractériser des bactéries
: anaérobies [34] ou bien encore I'étude de A.V. Nawaby
Reprenant leurs précédents travaux [24] et ceux &t al. sur I'huile de castor réalisée grace a l'utilisation de
F.B. Erim [20], J. Collet et P. Gareil font une étude d’unl’HP-B-cyclodextrine dans un électrolyte a base de Tris
mélange contenant des acides gras saturés et insaturés fpél = 8) [35].
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