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INTRODUCTION 

Dam les etudes mktaboliques comportant des acides gras marques, il est souvent 
indispensable de conna%tre la distribution de la. radioactivite entre les acides gras d’un 
Bchantillon, ainsi que l’activite specifique de chaque acide gras pris individuellement. 
Ceci peut &tre realis& en principe de faGon simple et precise par la mesure de l’activite 
des acides gras elu&s par chromatographie gaz-liquide. 

Plusieurs methodes ont deja 6th d&rites; elks se ramenent a deux types: soit 
le comptage direct, en continu, a la sortie de colonnelp 2, soit la collecte individuelle des 
esters d’acides gras et comptage ulterieur5-7, seule technique possible lorsque l’activite 
d’un pit est trop faible pour Btre comptee valablement pendant la duree d’emergencc 
du pit. Ces methodes ont presque toutes 6te developpees en employant des acides 
gras marques au carbone-14. 

Dans ce travail, nous avons compare le comportemcnt en chromatographie 
gaz-liquide d’esters d’acides gras marques au carbone- ou au tritium, B la fois sur 
colonne d’apiezon et sur colonne de polyester DEGS. Nous avons fait une etude 
systematique de l’influence des differents facteur sur la collecte de ces esters, et 
nous nous sommes attaches surtout a l’etude des trainees radioactives. 

Chromatogra$&e gaz-liptide 
TECHNIQUES 

On utilise un appareil Barber-Colman modele IO avec detection par ionisation dans 
une microcellule au “OSr. Un sciparateur (by-pass) place a la sortie de la colonne, 
divise le courant d’argon en deux courants, un de recuperation et l’autre de detection 
(Fig., r). On emploie des colonnes de verre en U de 5 mm de dian-ktre interieur, de 
60 cm de longueur lorsque la phase stationnaire est l’apiezon, de 2 m lorsque c’est le 
succinate de diethylene glycol (DEGS). Le support inerte, du chromosorb W so-roo 
mesh (x75-147 p) est impr@ne de liquide stationnaire selon la methode preconisee 
par HORNXNG~ dans la proportion de x5-20 g d’apiezon ou de 25-30 g de DEGS 
pour TOO g de support. Pour une temperature de x70--180~ et sous une pression 
d’entree d’argon de x.5 kg/cm”, on obtient dans ces conditions une bonne resolution de 
la separation des differents acides gras, avec un temps de rktention d’environ 20 min 
pour le stearate de methyle. 

Nous avons retenu les conditions experimentales suivantes : 
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Taux de separation du courant d’argon de sortie: 95.5 y0 en recuperation et 4.5 y0 
en d&ection. 

Tension appliquee au dktecteur: 1250 V. 
Contre-balayage d’argon dans la cellule de detection: IOO ml/min. 
Temperature de la colonne : 170~. 
Temperature de la cellule : zoo’. 

On traduit les aires enregistrees en microgrammes d’acides gras, aux differentes 
sensibilites de l’enregistreur, pour lc calcul des activites specifiques absolues. Dans 
ces conditions, on peut evaluer avec precision des quantites d’acide stearique allant 
de 0.7 a 700 pg. 

Conduit chauttant 

Bouchon de 

cooutchouc 

*-colonne 170°C 

Cellule b ionisation au g0Sr 

coton de verre 

de tolu&ne 
Contre balayoge 

d’argon 
Fig. 2. Schdma du dispositif de d&ection et de collecte des acides gras. 

Collecte des esters d’acides gras 
Elle s’effectue par une methode voisine de celle d&rite par MEINERTZ ET DOLE*. A 
l’emergence de la colonne, les vapeurs d’esters methyliques passent & travers un tube 
de t&on de 1.5 mm de cliametre intkieur et de 20 cm de longueur entoure d’un 
manchon chauffant (temperature 220~) ferme par une rondelle de caoutcl~ouc silicone 
de T cm d’epaisseur (voir Fig. I). . 

Pour collecter les vapeurs, on applique contre le caoutchouc silicone des car- 
touches de verre de 3.5 cm de longueur et de 6 mm de diametre int&ieur, ouvertes 
aux deux extremites. Ccs cartouches contiennent de la laine de verre imp&@-r&e de 
tolu&ne sur laquelle se condensent les vapeurs. On effectue le changement des car- 
touches manuellement, en se rep&ant sur le chromatogramme qui est enregistre 
simultan8ment. 

On introduit la laine de verre dans un pot a scintillation en la poussant B l’aide 
d’un agitateur, puis on rince les parois interieures de la cartouche avec 20 ml de liquide 
scintillant qu’on recueille dans le pot. On prend soin d’amener la laine de verre sur le 
fond du recipient afin qu’elle ne fasse pas &ran devant la fenetre des photomultiplica- 
teurs ; on Blimine aussi les bulles d’air emprisonnees en pressant la laine de verre 
avec l’agitateur, ce qui facilite par l& m$me la mise en solution des esters condenses ; 

les fragments de fibre de verre dissemin& dans le liquide decantent rapidement. 
Afin d’obtenir une recuperation aussi quantitative que possible, nous avons 

prdf&e transferer la laine de verre dans le pot plutot qu’entr&ner les esters par 
rincage comme le font ~NYETNERTZ ET DOLES. 

Elle se fait dans un appareil Tracerlab & scintillation liquide modele LSC IO. Le 
liquide scintillant contient, *par litre, 4 g de PPO (2,5diphenyloxazole), IOO mg de 
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POPOP (r,4-bis-2-(S-phgnyloxazolyl)-benz&ne) et on prend comme solvant du 
tolu&ne Merck (pour analyses et chromatographie) 

Les conditions de comptage offrant lo meilleur rendement, comptetenu du 
bruit de fond sont les suivantes: 

Tension appliqude aux photomult~iplicateurs : xGo0 V pour le tritium et 1300 V 
pour le carbone-14. 

Comptage des impulsions en coincidence dans les deux photomultiplicateurs, sans 
rejet des impulsions de hau.te Bnergie (z channels) et gain de 24, pour les deus isotopes. 

Dans ces conditions, le rendement pour le tritium est de 15 y0 avec un bruit de 
fond de 88 cpm (laine pr&ente dans le liquide scintillant). Pour le carbone-14, le 
rendement est de 60 o/o et le bruit de fond de 83 cpm. 

Prk@.watio9z des &9zantiZLom et co&z&e des eqbt+iemes 

Dans 110s exphriences, on utilise du methyl-St&u-ate-I-14C et -g,~o-~H. Les kchantil- 
lons sont tout d’abord purifi& par chromatographie gaz-liquide sur colonne DEGS 
apr$s dilution avec du &arate inactif; on recueille uniquement la fraction corres- 
pondant 21_ la partie la plus &roite du pit. On s’cst ensuite assurb de leur purctd en les 
rechromatographiant sur colonne DEGS. 

Afin dc se trouver dans des conditions de charge de colonne aussi comparables 
que possible, on choisit les activit& spkifiques inversement proportionnelles au 
rendement du comptage. On compte ainsi un n-&me nombre de coups pour une m&me 
quantitd inject&e, que le traceur soit du tritium ou du carbone-14. 

Les colonnes utilisdes, apiezon et DEGS, dont on a don& plus haut les caract& 
ristiques, sont des colonnes neuvcs, qui n’ont encore reCu aucune injection d’acides 
gras radioactifs; des essais de vieillissement de colonne ont 8th effectuds spkialement. 

La durde de collecte du pit actif a 8t6 prise 6gale ZI, 1/O du temps de retention. 
Cette durde, legkement diffkrente sur les deux types de colonne, mais voisine de 
3.3 min, correspond & une zone de collecte sur le chromatogramme comprenant la 
totalit& du pit d’dlution; elle a 8t& choisie comme unit& de temps de collecte dans 
l’&ude syst&natique de l’activitd retenue sur la colonne. Nous recueillons en une 
seule fraction, soit pendant 5.5 unit& de temps, tout ce qui est &I& avant le pit IS : o. 
Nous collectons ensuite le pit actif en une seule fraction (prise comme unite), puis 
nous collectons g fractions successives de I unit& de temps, 3 fractions de 2 unit& et 
3 fractions de 3 unites, soit une Evaluation de la radioactivitd contaminante pendant 
environ So min apr&s l’dlution du pit actif. Les activit& collect&es sont exprimdes en 
cpm et en pour cent de l’activitd totale r&up&able qui repr&ente 95 o/o de l’activitd 
inject&z. 

RtiSULTATS 

1. Pit wipe de m~tCliyl-st~arate-I-l”C ou -p,r~-~H (Tableau I) 

(a) Fraction collect&e avagzt Ze pit ~8: o. S& cologne DEGS, aucune radioactivit& 
n’appara4t dans cette fraction, tant pour les acides gras marqut% au tritium que pour 
ceux marquk au carbone-rq. Sur colonne d’apiezon, elle est extremement faible: 
0.10 et o.r3 o/o respectivement de l’activitd r&up&-able pendant les 5.5 unit& de 
temps. 

(21) Fraction collecte’e pendant L’&utiom du ;bic x8: o. L’activitd mesurde sur cette 
fraction represente plus de 95 y0 de l’activitd totale r&up&able, dans toutes les 
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experiences. Ce pourcentage est d’ailleurs sensiblement constant quclle clue soit la 
phase stationnaire utilisee (apiezon, DEGS) et quel que soit l’acide gras marque 
inject& 

(c) Fractiorts collecte’es afir& le #c IS: o. On detecte de .la radioactivite pendant 
So min apres elution du stearate: pendant la premiere unite de temps, elle represente 
0.6 a 1.0 O/f de l’activite totale r&up&-able sur color-me d’apiezon et 1.2 & 1.6 O/~ sur 
colonne de DEGS. L’activite decro4t ensuite regulierement : 0.10 h 0.15 o/o & la sisieme 
unite, soit 20 min environ apres Ablution du pit radioactif ; apres I l-r, elle n’est plus 
que de 0.01 B 0.02 %. 

Si l’on compare la decroissance de la radioactivite contaminante, il ne semble pas 
qu’il y ait de difference selon le type d’acide marque. On voit sur le graphique 

AC%100 * 
AR 

DEGS 

0.5 

Apiezon 

1 -‘%I 

9-103H 

7-i 

Fractions collect&x par unita de temps apt-& dlution du pit actif 

Fig. 2. RadioactivitB des fractions collectOes apres Solution du pit actif en pour cent de l'activitd 
r6cup6ral.h. Injection de m&Ayl-stAarate-r -lQC et -9, TO-~I!I sur colonne apieeon et DEGS (voir 

notes Tableau I). 
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(Fig. 2) clue la decroissance a.rn&me allure, par contre elle ,diff&re legerement selon le 
type de colonne apiezon, ou DEGS. 

Lorsqu’on injecte une quantite plus grande d’ester (Tableau I, 4 dernieres colon- 
nes), l’activite contaminante est relativement plus importante dans l’unite de temps 
qui suit immediatement l’elution du pit: 1.76 yO pour 93,300 cpm au lieu de 1.~8 T/o 
pour 35,800 cpm; mais il n’y a pas de proportionnalitd: pour une charge 2.6 fois plus 
importante, le pourcentage d’activite est multiplih seulement par x.5. Ensuite, 
l’activitb dkrott. D&s la deuxi&me unit& de temps on atteint un m&me niveau, que 
la charge soit forte ou faible (Fig. 3). 

ACxlOO* 
AR 

11 t.49 36500 cpm 3Opg 97500 cpm 

Fractions co!lect&es par unit6 de temps apt-&s Clution du pit actif 

Fig. 3. Raclioactivitd cles fractions collect8es apr&s dlution du pit actif en pour cent de l’activit8 
r&upbrable. Injection cle clcux charges cliff&entes de mbtllyl-st0arate-9,10-“~ sur colonne DEGS 

(voir notes Tableau I). 

2. Addition de m&hyZ-stdarate lzovz radioactif 

Pour voir si la trainee constatee apres Ablution d’un pit unique radioactif est affecthe 
par l’elution consecutive de pits non actifs, nous avons fait 5 injections consecutives 
de methyl-stearate tritie separees A intervalles reguliers egaux B ‘une unite de temps 
de collecte en commencant aussitot apres l’injection du pit rS: o tritie (Tableau II). 

Si l’on compare ces r&ultats avec ceux du Tableau I, on voit que l’elution d’es- 
ters d’acides gras inactifs ne modifie absolument pas l’allure de la trainee contarni- 
nante laissee par un ester gras radioactif. Le fait est valable pour les deux categories 
de phases stationnaires. 

3. E’et de la da&e d’utilisatiolt de la cololzne 

Nous n’avons fait qu’un seul essai sur colonne DEGS en pratiquant des collectcs sur 
une colonne neuve, puis sur la mime colonne apres-S et ,2x :.jours d’utilisation con- 
stank Chaque fois, on pratique une injection d’une m&me quantite’ de methyl- 
St&rate tritik : ~1: pg, 36,500 cpm. 

J. Cfrroma~o.g., 14 (1964) 368-377 
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Nous avons represente sur la Fig. 4, en pour cent de l’activitd r&_rp&able, la 
radioactivitd par unite de temps, apr&s elution du pit actif. 

On voit que lcs resultats sont pratiquement identiques; il n’y a aucune augmcn- 
tation des train&es radioactives du fait de l’utilisation de la colonne pendant la 
periode testee. .J 

TABLEAU II 

RADIOACTIVITh DES FRACTIONS COLLECThES APRti.3 INJECTION DE XiIltTIIYL-STItARATE-9, IO~H, 
SUIVIE DE 5 INJBCTIONS DE STfiARATE INACTIF 

Fractions colt~*ctc~~IL’s 

Pit (radioactif) I 8 : o 

Pits (inactifs) I 8 : 0 

Apiezon 

A ctivittl rklcfidmbls f.4 I?) = 37,500 cpnr 

Activitt! collcctd~ AC x rool.‘lR 
fA Cl (CPW WJ 

36,355 xt 60 gQI5 

:g 2 5” 
0.63 
0.40 

91 -,c 4 0.24 

59 * 4 O.IG 

37 & 3 0.10 

DEGS 

Activild rhrrfxhblc! (AR) = 71,000 cpm 

A ctivitt! collcctde AC x ma/AR 
f.4 Cl CcpW (%I 

72,800 f go g5*7g 

1300 f 12 1.71 

423 f 7 0.56 

302 S 6 0.40 
“50 f 6 0.33 
I92 & 5 0.25 

AC xl00 * 
AR colonne neuve - 

,/’ 
,/ 
,/ 

I-‘, 

/ 
,’ .,’ 

./’ 

.A 
0.5”,A” 

; 

apt-&s 1 semaine 

/ 
/’ 
A” 
,’ 

o-5 1.” 
I 
,/” 

/’ 
/ 
/ 

1 / / II 
apr&s 3 semaines 

Fractions collect&es par uniti de temps apr&s glution du pit actif 

Fig. 4. RadioactivitB des fractions collect&s aprbs tAution du pit actif en pour cent de l’activit6 
r&xp&able. Injection de mbhyl-st&arate-~,Io-“H sur colonne DEGS neuve, aprbs 1: semaine et 

aprki 3 scmaines) (voir notes Tableau I). 

4. FractiomemeM d’urz 992&9zge de m&yZ-sttfarate et de nze’thyl-olhate marqtkk r-W 

.4pr&s injection du melange d’esters radioactifs, nous avons recueilli II: et 13 sous- 
fractions pour les pits I8 : 0 et 18 : I respectivement pour mesurer la radioactivit6 et 
nous avons fait figurer sur le chromatogramme d’elution (Fig. 5) le trac6 correspon- 
dant a la radioactivite des sous-fractions (radiogramme). On voit que pour les doses 
injectees, on’ obtient une excellente resolution tant chromatographique que radio- 
graphique. Le sommet de la courbe d’activite prec+_de leg&rement celui du pit 
d’dlution chromatographique. Ceci est dti simplement au fait quo les circuits de d&x- 
tion et de recuperation sont indhpendants, ce dernier &ant ldgerement plus court. 
Cela mis B part, on note une excellente concordance entre les deux traces. 

J. Ckromatog., 14 (1964) 368-377 
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Notons que lcs trainees radioactives n’apparaissent pas sur ce graphique, les 
unites de temps (sow-fractions) &ant seulement de 24 set au lieu de 3.3 min pour les 
experiences precedentes. 

- Radiogramme 
------ Chromatogramme 

Temps de 

Fig. 5. Collectc clu rn&hyl-stbarate et: du m&hyl-olt&te-r -14C apr&s Glution sur colonne DEGS: 
chromatogramme et radiogrammc. 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS PRATIQUES 

Des r&ultats anterieurs aux n6tres avaient deja 6tabli un certain nombre de faits 
relatifs a la collectc individuelle d’esters d’acides gras radioactifs 61~6s par chr’omato- 
graphic gaz-liquide, On savait d&j& par des etudes faites a l’aide de chromatographie 
et de systemes de collecte de types divers*.,0 qu’on pouvait recueillir plus de 90 y0 de 
l’activite inject&e dans le cas:d’esfers mdthyliques d’acides gras marques I-W. 

Dans le present travail, nous montrons qu’il en est de r&me pour des esters 
d’acides gras marqu& au tritiurn ; notre pourcentage de recuperation atteint presque 
IOO %. L’etude systematique que nous avons faite des train6es radioactives dans les 
conditions standard d’une analyst rapide sur microquantites (telle qu’elle peut &tre 
r6alis6.e sur apparail Barber Colman a detection et recuperation inddpendantes) a 
permis d’etablir un certain nombre de faits: 

(i) Nous avons constate que, toutes chases &gales d’ailleurs (charges, activites, 
colonnes, etc.), les resultats sont identiques qu’il s’agisse d’acides gras marques au 
tritium ou au carbone-14. 

(ii) Par contre des diff6rences apparaissent notamment dans l’importance et 
l’allure de la trainee radioactive selon la phase stationnaire utilisee: apiezon ou poly- 
esters. 
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Une charge plus importante (activite spkkifique &gale) augmente l’activit& rete- 
nue, surtout dans la premikre unite de temps. Le fait, d&j& signal& par PASCAUD’ pour 
le m&hyl-palmitate-r -1°C est ici retrouve avec le m&hyl-stBsrate-g,ro-eH. 

Ces deux observations montrent clue les train&s radioactives au voisinage imme- 
diat du pit actif sont directement en rapport avec la descente plus ou moins rapide 
du pit et representent done essentiellement des trak&cs de pit: sur colonne d’apiezon 
en effet, la descente du pit est plus rapide clue sur colonne DEGS et, lorsqu’on aug- 
mentc la quantite d’ester inject&e, la largeur du pit augmente en meme temps clue le 
sommet se trouve leg&rement retarde, si bien qu’en se placant dans les memes con- 
ditions de collecte, on recueille dans l’unit8 de temps qui suit imnkliatement une 
partie plus importante de la tra4nee. 

Des esters inactifs 6lu& immddiatement aprk un pit de mdthyl-st&arate-g,ro-3H 
ne modifient absolument pas l’allure de la trainee radioactive laissee par le pit actif. 
MEINERTZ ET DOLEO l’avaient deja sighal& pour le m&hyl-palmitate-1-W. Nous 
retrouvons la m&ne chose avec le mkthyl-stharate tritie et cela quelle que soit la 
phase stationnaire utilisee. A cet egard, le fait qu’il n’y ait aucune difference entre une 
phase apolaire et une phase polyester n’est pas en faveur d’une intervention impor- 
tante des ph8nomenes de transesterification B l’origine de la trainee radioactive 
comme on l’a suggerb7, . . . . t 

11 est certain qu’il subsiste encore des traces de rad.ioactivitG longtemps apr&s 
elution d’un pit actif. Peut-&re s’agit-il d’une retention d’esters sur la phase ou le 
support’ suivie de r&mission; quoi qu’il. en soit, les contaminations par ces train&es 
radioactives sent, malgre tout, tr$sminimes puisqu’elles s’abaissent deja a 0.1 Oh environ 
d&s la #me ou 5eme unite de temps apres elution du pit actif pour diminuer progressive- 
ment ensuite. Quant a la radioactivite! collect&e avant le pit actif, elle est pratique- 
ment inexistante lorsqu’il s’agit d’un ester deja purifie par chromatographie gaz- 
liqui de. 

Nous terrninerons par quelques conclusions pratiques. Nous dirons tout d’abord 
que les acides gras trities conviennent tout aussi bien que les acides gras marquk au 
carbone- pour les expkriences de collecte et de mesure d’activitd des fractions 
&&es. 

Lorsqu’il s’agit de deux esters fortement radioactifs, m8me 81u& conskutivement, 
la separation est aussi bonne au point de vue masse que radioactivite (Fig. 5). L’activi- 
tk specifique est t&s facile a dkterminer puisqu’on connalt 1’activitB totale du pit et 
l’aire enregistr&e simultan&ment. La faible activitt4 d’un ester ne pose pas de probl&me 
en soi puisqu’on peut repkter la collecte, augmenter la quantitd d’esters inject&e et 
effectuer la mesure de la radioactivite pendant un ternps assez long pour obtenir des 
resultats statistiquement valables. Mais une difficult& se presente lorsque des esters 
de faible activite sont &x% tres tot apr&s les esters fortement actifs. Pans ce cas, il est 
indispensable de connaitre l’importance de la tram&e radioactive au moment d’dlu- 
tion de l’ester. 

Des graphiques tels que ceux que nous produisons dans ce travail montrent que 
l’on peut aisement decider de la validite des rksultats. 

Enfin, il n’est pas sans int&& de constater qu’il n’y a aucune augmentation des 
trainees radioactives lorsqu’une colonne a servi pendant trois semaines d’une faGon in- 
interrompue; il est vraisemblable qu’il en est ainsi aussi longtemps que son pouvoir de 
r&solution n’est pas modifik On peut done presque recommander d’utiliser les co- 
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lonnes pour chromatographie cle materiel alternativcment actif et inactif, les traces 
d’activit6 r&siduelle se trouvant ainsi Bliminees entre temps. 

RIhUMlii. 

Les esters d’acides gras marqu6s au tritium peuvent &re collect& apres 6lution par 
chromatographie gaz-liquide dans les m$mes conditions que les esters d’acides gras 
~-1% L’etude comparee des traknees radioactives eff ectuee dans differentes conditions, 
donnent les memes resultats pour l’un et l’autre type d’acide gras marque. On ne 
note pas de modifications dans les tra4nees radioactives en rapport avec la duree 
d’utilisation d’une color-me tant que son pouvoir de r&solution est intact. 

1 SUMMARY 

Fatty *acid esters labelled with tritium can be collected after gas-liquid chromatog- 
raphy under the same conditions as esters labelled with 1°C at C-r. Comparison of the 
radioactive tracings obtained under different conditions showed that the results were 
the same for both types of labelled fatty acid. The time during which a column is 
used has no effect, as long as the power of resolution remains intact. 
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