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Artefacts exp6rimentaux pauvant survenir lars de la chramatographie en 
couche mince des lipides membranaires 

L’analyse des lipides des fractions subcellulaires est une manipulation des plus 
courantes a l’heure actuelle. L’echelle microscopique des Qchantillons examines exige 
un soin tout particulier du materiel mis en oeuvre et le personnel responsable prend 
en general un ensemble de precautions operatoires qui, & premiere vue, paraissent 
suffisantes. Cependant, comme nous allons le montrer, la contamination qui provient 
encore de la verrerie, des solvants et des adsorbants risque de masquer totalement le 
lipide a analyser. 

La presence de 5 B IO p.p.m. d’acides gras dans les solvants Btiquetes “pour 
analyse” est une contamination dont il est parfois difficile de se debarasser et qui se 
repercute sur les resultats ulterieurs de facon d’autant plus accent&e que les opbra- 
tions d’extraction, de lavage et de purification ont 6th mieux soignkes. On se doit done 
de verifier la transparence spectrale des solvants avant leur emploi. Ce contr8le 
effectue, la contamination la plus importante provient certainement de l’adsorbant 
et notre propos est d’attirer l’attention sur quelques resultats concernant l’analyse de 
gels de silice commerciaux, en indiquant ensuite une m&hode de purification plus 
poussee que celles qu’on a coutume d’effectuer. 

Les gels de silice avec ou sans platre peuvent renfermer une quantite appreciable 
de lipides qui varie avec l’origine commerciale des gels et le lot consider& Par exemple, 
trois lots de gel de silice avec pl%tre livres successivement par le meme fournisseur ont 
et6 contr6les de la facon suivante: un echantillon de l’ordre du gramme est trait6 
d’abord par le methylate de sodium puis par le methanol chlorhydriquel de facon a 
convertir les matieres grasses qui peuvent Bventuellement s’y trouver en esters me- 
thyliques correspondants. L’analyse en chromatographie gaz-liquide et l’estimation 
quantitative par Btalonnage interne (pentadecanoate de methyle) permet de deceler 
IO pg, 300 pg ou 800 pg de lipides suivant le gel de silice examine. La nature du con- 
taminant varie d’un lot & l’autre: acides gras, alcools superieurs ou melange des deux 
(Fig. I). 

On peut mettre en evidence la pr&ence d’acide palmitique, stearique, oleique, 
linoleique. Lorsque les alcools supcirieurs sont peu abondants, ils peuvent ais&nent 
dtre confondus (Fig. z) avec des acides gras a longue cha2ne polyinsatures. Les pits 
A et I3 emergent de la colonne de DEGS avec une longueur Bquivalente de chaPne 
(LEC) voisine de celle des acides gadoleique, linolenique ou docosapentaenoIque2 
(Tableau I). 

Les auteurs qui decrivent leur methode de purification des adsorbants font 
migrer sur la plaque le mCme systeme de solvants que celui qui est utilise ult&-ieure- 
ment pour la chromatographie. Comme on va le voir, ce procede est tout a fait 
insuffisant pour Bliminer totalement les contaminants, 

Si l’on fait migrer sdpar8ment sur deux plaques prkparatives de gel de silice soit 
le systeme de solvants utilise pour la separation des graissess soit celui qui permet de 
s&parer les phospholipides4 on s’apercoit qu’il reste encore des lipides en operant de 
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Pig. I. Chromatographic gaz-liquidc d’un mdlangc d’alcools supdrieurs ct d’cstcrs mdthyliques 
d’acides gras, contaminant un gel dc silicc avec pMtre (alcools supdricurs: pits A, 13 et C). Appa- 
rcil : Girdcl75 CD muni d’un ddtcctcur B ionisation de flammc. Colonnc : DEGS 4 o/o sur Chromosorb 
W So/roe, Iongucur 3 m, diamt’trc r/S in. Tcnipdraturc du four: ~00~; tcmpdraturc d’injection: 
220~. Pression d’azotc S I’cntrdc : r ,s) kg/cm2. 
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Fig, 2. Chromatographie gaz-liquidc clcs cstcrs mdth~liqucs d’un dchantillon dc “phospholipidcs 
mombranaircs” contamin& par IQ gel dc Alice utilisc pour lcur s$paration, Conclitions d’nnalysc 
iclcntiques B ccllcs clc la Fig. 1. Partic hachurf5c: contamination. 

Pit .A 20.40 
czo: rcJ,g 20.44 
c1s: 3w3 20.40 

Pit B 24.90 
C22:joG 24997 

a LEC, Longueur Bquivalente de chnino calculde par rapport au tcmps de r6tcntion dcs cstcrs 
ni&hyliques saturds. 

J. CCwo~tatog., 42 (rgGg) 422-452 



424 NOTES 

la facon suivante: on pr&ve sur chaque plaque une bande de gel de silice de I: cm 
de large ayant un XJP de 0.5 (ce qui reprdsente approximativement 500 III~ de 

poudre) et on lui fait subir le meme traitement que celui qui a 6te clckrit plus haut. 
Apres chromatographie gaz-liquide avec dtalonnage interne on retrouve 120 pg 

d’acides gras dans un cas, So ,ug dans l’autre alors que, dans un mkne poids et avant 
lavage, le gel de silice renfermait 170 pg de lipides. 

La presence de contaminants lipidiques se manifeste dgalement clans certains 
gels de silice vendus deja &ales sur support flexible et destin& a la chromatographie 
preparative. 

&?f3%ode jfwoj?~ost% $0~ In j!mrificntion des gels de silice (nvec ou snns @S?re) 

Le protocole de purification suivant donne d’cxcellents rcisultats: IOO g de gel 
de silice sont trait& pendant 30 min a 60-70” par 400 ml d’ethylate de sodium A. 0.2 %. 
Apres essorage, on traite pendant 30 min a Go-7 o” par 200 ml d’acide acdtique a 20 o/o 

dans l’&hanol. 
Apres filtration, lavages rdpSs a l’dthanol et s&zhage, la contamination a com- 

pletement disparu (Fig. 3). 
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Fig. 3. Clironmtographie gaz-liquiclc rnontrant la disparition cles contankmnts apr&s lc trnitcmcnt 
suivant lc procdcld incliqud. Lc pcntaddmnoatc de nidthylc cst utilisd cornmc dtalon intcrnc. Con- 
ditions cl’analysc iclcntiqucs aus prdcdclentes. 

. Colzclhsiolz 
La contamination cles gels de silice (avec ou sans pl;tre) par des traces de 

lipides de l’orclre de IOO pg & 300 pg/g peut 6tre soit negligeable soit tout a fait 
redhibitoire suivant l’cichelle de poids des elements qu’on cherche a analyser apres 
separation de leurs constituants en chromatographie preparative. Ainsi, pour une 
contamination moyenne de 200 pg sur une region de la plaque contenant IO mg de 
lipides, l’erreur n.‘est que de z %, pour I mg de lipides elle est de 20 y. et se monte A 
200 “/” si 1’8chantillon h analyser represente I00 pg. 
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Le traitement des gels de silice avec ou sans pl$tre par migration de solvants sur 
la plaque preparative ou m&ne par suspension et decantation rep&tees dans ces mQmes 
solvants est absolument insuffisant pour dliminer les traces contaminantes difficile- 
ment estractibles. Apres un tel traitement on retrouve encore des acides gras (pal- 
mitique, stearique, oleique, linoldique) et des alcools superieurs qui perturbent con- 
siderablement les resultats de l’analyse des lipides membranaires manipules & l’echelle 
microscopique. L’erreur peut Qtre totalement &it&e si l’on prend la precaution de 
purifier les gels de silice suivant le procede que nous preconisons avant leur utilisation 
en chromatographie preparative. 
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