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L’ktude clu m6tabolisme des lipides par marquage isotopique au 14C n&zetisite la 
mesure de la radioactivith spkifique des acides gras ou de leurs d&iv&. Diverses 
techniques ont 6t6 d&rites concernant la mesure de la radioactivit6 des esters rn&hy~ 
liques d’acides gras fractiotink par chromatographie gaz-liquide. Des deus types de 
m&hodes, d’une part mesure continue automatique de l’activit6 des vapeurs ,8mer- 
gentes, cumulative’ ou diffkrentielle 2, d’autre part mesure discontinue de l’activitk 
de fractions collectkes individuellement 3-6., seule cette derni&e s’applique au cas 
d’acides gras tr6s faiblement radioactifs. ‘, 

Les esters m&hylic@es d’acides gras s&par&s sur phase polyester, m$me quand 
ils sont parfaitement skpar&s, sont 16gi3rement contamines par suite de la nature meme 
du polyester 0, Les ph6nomenes de transestkification qui se produisent au tours de 
l’analyse enire les esters d’acides, gras et, le polyester’ font: que chaque, ester est 
contamind par une fraction des ‘esters emergeant avaht lui. Cette contamination est 
en g&&al negligeable, mais, si le contaminant est un ester t&s ,radioactif, elle peut 
conduire & des erreurs d’interpr6tatio.n’ concernant l’ester contamine (par exdmple, 
dans une experience d’incorporation d’acktate idC dans les acidesgras d’un animal, li- 
noldate’contamink par du palmitate tr6s marqu6). Il. est done important, si l’on n’a 
pas effect& l’isolement et la purification des fractions par d’autkes moyens analyti- 
ques, de connaitre l’orclre de grandeur de ces contaminations. 

Le pr&ent travail d6crit une mkthode simple de collecte et de mesure de radio- 
activitb 1% d’esters m6thvliqu& d’acides gras fractionnk par chromatographie 
gaz-liquide sur polyester, ia d&termination des contaminations d’une. fraction ,.par 
une autre fraction et le principe de leur’ correction. 

CONDITIONS EXPfiRZMENTALES 

Le fractionnement est effectuk sur phase poly&thyl&ne glycol adipate, pr6par6’ avec 
!a quantit6 .minimum du catalyseur acide, &tolu6ne-sulfonique. Les coioff’les (dia- 
mQtre 4 mm, +gueur 1.10 m, I g ‘he polyester/3 g de support Chrovosorb. W So-I~O 

j mesh)! soni condi$onndes pendant 3 jours 2, la tkmpkrature d’analyse, ,I+“, afin ‘de 
,- 
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&duke l’bmission continue de polyesters volatils. Le detecteur es,t la ‘balance, & dens&: 
de g& de ‘MARTIN. Les quantites, t&ales d’esters d’acides gras fractionn6s varient,.,de,.:a 
0:.$&.2’.5,mg. ; ./! 

; : 

A .‘l’bmergencc. de la colonne, les vapeurs sent :,collectdes par condensation sur ’ 

cristaux,d’anthra&ne qualit scintillation selon la m6thode de KARMEN et al.7 (Fig. I). .; 

‘. 
: 

I d_-_45mm ___) 

on 
kne 
e. 

Fig. I. Collccteuranlhraci?ne. 

,Da,% les conditions d’analyse, .debit du gak porteur azote de 40 ml/min, la collecte est .: 
,. presque totale’ (mieux que go, %) pour le methyl-palmitate et ,,les esters & chafne phi&, 

iongue, avec des.cristaux d’anthracene purs, ‘non enduits de graisse apier,on ou’ sili:‘: 
cone. Les esters condenses, sur la partie anterieure du .&be sont entraMs par queli. 

.’ ques:‘gox$tes -de ,toluene qualite scintillation. On. complete ensuite le. remplissage du .’ 
,tube par l’a,nthrac&ne. ,L’intervalle ‘de temps, entre l’instant de detection des vapeurs :. 

‘. ‘.et celui de leur emergence @ant. n6gligeable, lc reperage sur Je chromatogramme des:: : 
fractions @oIledtees est pratiqqement concomitant de leur emergencd. . . I 

-&&i.- mesures de radioactivite 1% sont effectuees en scintillatick solide da& ‘le’ 
. . :, spectrometre ,Packard “Tricarb” modele 314 EX: .Le tube est loge dans le Aacon 
‘. en verre ‘de 20 ml d’usage courant; Les conditions de mesure ont 6th d&ermir&es . 

,pbur ,donner & la fois un rendement.aczceptab1.e pou? lc 1hC: ct ,un tres’ bas bruit ‘de fond, 1, 

’ con’dition’absolue de’niesure convenable des tres faibles radioactivites: .’ ‘., 
;., 

,:,: ., ‘. 
,:,.:; tension- aux born& des .phototubes 980 v, ..( 
., ” .., ,~chenal,spectrjl de mesure d&x$ par la fenr%re 10~50, 

‘1 ,.’ 
:.. ,.. 

amplificktion A’, 10.gain zoo. : ‘_ 

’ Dins ces cond.itions,‘le rendement de mesure .lk.est de 31 y. et le bruit de fond:, 
‘. d’environ 43 impulsions/min seulement; ‘, ‘. ., .2_‘( 

,‘. ,’ . ,. .. ., 
” 
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EXAMEN ‘DES CONl’~MIN&‘IONk 

., 

. ..‘L.,‘observation des contkmiriations est rendue possible’ par’ le marq’uage isotopiqtie ‘1 

‘(’ .deSoontaminants., Nous avoris examine le bruit de,,fon,d de collecte’et Btudie la con- 
‘. ,,,tamin,ation par’ ,du mhthyl-palmitate I;~?C, injecte’.seul ‘ou ajoute a un melange 
‘I .~~~~desters’,‘n&thyliques ,‘ddtacides :gras non radioactifs, ‘, , .., .’ : 

: ‘,j ; 
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pour une dur& de collecte @ale aus Z/IO du temps d’&mergence du methyl-palmitate, 
de l’ordre de 30 min dans nos analyses. 

(2) Trahbes dzc pit contaminant 

On peut suspecter comme causes de contamination’les trainees, antdrieure et poste- 
rieure, d’un pit, trainees invisibles sur la ligne de base. Pour apprecier ce ‘facteur, 
nous avons inject.6 du methyl-palmitate 1J4C et mesure l’activitk 1% presente dans 
ales collectes effectuees a divers niveaus’ avant et a@s le pit. Nous schematisons 
dans la Fig. 2 les niveaus moyens et les intervalles de collecte et’nous rapportons les : 

$ (8) 0.60mg de.m&hyl-PaImitate 14C 
:: 
I t 

niveau moyen 
de collecte 

l activitb (8) 8 49 13.000 110 41 21 17 11 

Pig. 2. Contamination des collectes apres injection de m&zhyl-palmitate 1%. Unit& de temps: 
temps d’dmcrgcnce du methyl-palmitate. Durde de chaquc collecte: 0.2. 

* Activit6 = activit6 collcb5e --bruit dc fond ‘de collccte ant&ieur & l’injection. 

activites de contamination observees a ces niveaus. L’unite ,de temps est le temps 

d’emergence du m&hyl-palmitate et l’activitd collectt5e dans le pit contaminant est 
r-amen&e & 10,000 imp/min. On effectue deus expdriences pour, respectivement , 
0.30 et. 0.60 mg de m&kbyl-palmitate inject%. 

Dans les conditions nor-males, d’espdrience,: la contamination par train&es de 
pit est gendralement n&gligeable, sauf evidemment pour les pits contigus au pit 
contaminant. Bien que les pits relatifs aus esters mdtbyliques d’acides gras, mGme 
dissymdtriques, vdrifient certaines des propri&t@s d’une distribution normale8, les 
activitds observees clans les trainees du pit contaminant sont t&s superieures aus 
activites escomptees d’apr&s une distribution normale. La dissymetrie de la contami- 
nation, plus Blevce aprk qu’avant le pit, est opposde h la dissymetrie du pit, de des- 
cente plus rapide que la montee. Des phenomenes de transestkification, retention 
et emission ulterieure des esters d’acides gras, sont responsables d’une contamination 
dissymetrique de ce type, Les acides gras transest&ifies par &change avec I’acide 
adipique du polyester sont renouveles par des acides gras ultk-ieurs transest&-ifies 
& leur tour. Les polyesters volatils Bmis continuellement ,par la phase stationnaire 
participent aussi a ces transestkifications, conduisant ainsi au bruit de fond de collecte. 

En plus des pb6nomGnes de transestkification, on doit invoquer d’autres me- 
canismes de rdtention, dans la phase stationnaire ou sur le support, suivis de rdemis- 
sion. ‘D’apr& les observations de MEINERTZ ET DOLES concernant des analyses sur 
colonne apiezon et sur’ colonne polyester y’rapide” L rkduisant les risques de trans- 
esterification’ - il nous parait que la contamination par transest&ification es* la. 
plus & craindre. Enfin, outre ces divers processus, encore mal connus, la contamination 

. ._ 
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peut ‘resulter de l’emission, tr&s lente et non detect& sur le chromatogramme, de 
composes radioactifs provenant d’analyses anterieures. 

(3) Contaw&aution d’une analyse 

Les phenomenes de transesterification 6tant continus tout au long de l’analyse, on 
s’attend a des transest6rifications d’autant plus appreciables que les dimensions & 
la fois des pits contaminants et des pits contamines sont plus importantes, les pits 
les plus contaminks &ant les plus pro&es des pits c,ontaminants.,Dans le but de v&i- 
fier cette hypothese, nous avons inject6 trois fois successivement d; m&hylYpalmitate 
inactif a la suite, de l’expitrience designee par, B dans la Fig. 2. Dans la Fig. ‘3, sont 

4 4.2 4.4 

0.60 mg de mithyl -polmitate 
inactif 

+.. &?E 
l activitb (8) 11 25 11 7 7 

Fig. 3. Contamination des collectes. Suite de l’experience (B) de la Fig. 2 (mbmcs ldgencles). 

donnees les va.leurs des activites collect+. Le premier pit entraine effectivement une 
fraction plus importante du contaminant palmitate et le bruit de fond de collecte 
reprend ensuite sa lente decroissance. 

Pour apprtkier l’ordre de grandeur des contaminations r6sultantes dans une 
analyse cornpEte (acides gras’ de phospboglycerides), nous axons ajoute du m&hyl- 
palmitate 1% & un ensemble d’esters inactifs, collect6 diverses fractions au tours de 
l’analyse, et mesure l’activit6 de ces fractions, pour deus dimensions d’analyse. 
Dans la Fig. 4 sont schematisees les conditions de ‘l’expdrience et les activites de 
contamination observees au niveau de’ differents e’sters. 

2OC4A 

niveoux limites des collectes 0.9 1.1 1.3 1.6 21 2.3 2.5 2.6 6.1 6.8 
.’ 

l CICtiVitg CA) 10.000 24 18 I5 e 6 
*OCtiVit& (6) IO.000 320 36 10 12 4 

Fig. 4. Contamination des collectes, par Ic mbthyl-palmitate 14C, dans unc analyse ‘d’cstcrs mb- 
thyliques d’acides gras de phpsphoglyckides (memes Egendes que Fig. 2). (A) : analyse de I mg 

d’ester environ. (B) : analyse de 2 mg., I 

! 

Compte tenu des durees de collecte, les contaminations sent du m&me ordre ‘de 
grandeur que pr&Sdemment (Fig. 2) & partir du stearate. La forte, contamination 
du, palmitol6ate provient surtout, Bvidemment, d’une mauvaise separation du, pal- 
mitate.’ .( ,’ 
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS PRATIQUES 

Dans une analyse complete, les esters sont contamink par une fraction de, tous les 
esters emergeant avant eux. Les resultats’obtenus ci-dessus permettent de calculer 
l’ordre de grandeur des contaminations relatives a chacun d’eux. 

Le contr6le du bruit de fond de collecte au tours de l’analyse, si possible en en- 
csdrant les divers esters, permet d’apprecier les, contaminations. Dans la pratique, 
on contrale les corrections de contaminations provoqu&es par les esters les’plus,radiol 
actifs. Le calcul des contaminations selon le priricipe’ Btabli ci-de&s n’est qu’ap- 
proximatif mais permet de decider si les activites attribueeti & un. ester don& 
sont valables ou non. Dans ces conditions de rectification, l’activite observee au 
tiiveau du’linoleate aprk administration d’acetate W chez l’animal est de l’ordre 
de grandeur d’une activite par contamination. 

11 est clair clue, lorsque les rectifications ainsi calculees sont importantes devant 
les activit& mesurees, il faut, pour obtenir des resultats valables, effectuer de nou- 
velles analyses selon des methodes differentes. 

Dans le cas oh les activites spkifiques des esters d’acides gras satures sont tres 
differentes de celles des esters d’acides insatur&, on separera selon des methodes 
conventionnelles soit les, acides satur4.s des acides insatures, soit les este,rs .d’acide’s 
saturds des esters d’acides insatures l”,rl. Apres ce fractionnement prealable, on effec- 
tuera sur deux colonnes distinctes l’analyse et la collecte des esters m&hyliques des 
acides gras satures d’une part, ,des acides insatures d’autre part. Selon la nature des 
problemes etudies et selon les r&ultats ainsi obtenus, on pourra, au moins dans cer- 
tains cas, se dispenser de recourir aux m&hodes classiques de fractionnement qui 
necessitent des quantites appreciables de produits. 

Enfin, &ant donne que, d’une part les separations sont meilleures, d’autre part 
les phenomenes de transesterification et de retention par le support sont .d’autant 
moins notables que la temperature est moins &levee, on aura intGr6t & effectuer les 
analyses sur polyester & une temperature mod&r&e, de l’ordre de 180~ pour le poly- 
ethylene glycol adipate. 

Le methyl-palmitate I -14C utilise dans ce travail a 6te mis k notre disposition par le 
Commissariat ;L 1’Energie Atomique, Departement de Biologie, selon le contrat 
No. 2761. 

R‘kSUM8 

Les fractions collect&es au tours d’une analyse d’esters mhthyliques d’acides gras par 
chromatographie gaz-liquide sur phase stationnaire polyester sont contaminees 

*par suite de phenomenes de transesterification. L’ordre de grandeur des contamina- 
tions par du methyl-palmitate i*C est ddtermind dans diverses conditions d’analyse 
et l’on discute certaines conclusions pratiques. 

SUMMARY 

The methyl esters of fatty acids collected during analysis by gas-liquid chromatog- 
raphy on a polyester stationary phase are contaminated owing to trans-esterifi- 
cation processes. The contamination by 1% methyl palmitate is essayed under differ- 
ent conditions of analysis. Practical conclusions are discussed. 
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