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DOSAGE DE GLYCERIDES PAR DENSITOMl?TRIE 

SUMMARY 

After determination of charring conditions and the measurement by densi- 
tometry of lipids separated by thin-layer chromatography, a statistical analysis was 
performed to determine the significance of the results. Calibration curves were 
studied and response factors calculated for some saturated and unsaturated triglyce- 
rides. 

* ‘- 

INTRODUCTION 

Les mdlanges de triglycdrides, diglycdrides, monoglycCrides et acides gras 
libres, isol& {I partir de milieux naturels ou synthCtiques et &parables par diverses 
techniques chromatographiques, peuvent Ctre do&s par differentes methodes. 

Pour des Cchantillons importants, les glycCrides peuvent Ctre s6par6s sur co- 
lonne et Ies fractions recueillies apr& Clution estimees soit par pesCe, soit par titrage 
iodometrique du glyc&ol lib&d par hydrolyse I. Pour des Cchantillons de I’ordre de 
IO mg. les glycCrides sont avantageusement &par& par chromatographie sur couches 
minces pr6parative.s. Apres grattage des plaques et extraction au chloroforme, les 
fractions peuvent btre do&es par colorimdtrie2 ou par titrage du glycerol lib&d par 
hydrolyse’. Les quantitCs plus faibles de glycdrides &par& sur plaques de couches 
minces peuvent etrc dCterminCes par densitombtrie. Cette technique est appliqude au 
dosage de produits color& j, de sucres apr&s carbonisatiorF et d’amines apt-&s r&6- 
Iation par le rCactif de Dragendorff’. Vioque et Holmanaet Kaufmann et MukherjeeY 
ont dtudiC le dosage d’esters gras. Privett et a/.‘O, Privett et Blankl*, Naudet’” et 
WolfF abordent le problkmc du dosage de lipides par densitombtrie. 
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L’objet de ce travail cst I’dtude approfondie du dosage densitometrique de 
petites quantites de glycerides sdpares par chromatographie sur couches minces 
(CCM). Nous determinons les meilleures conditions de carbonisation en faisant varier 
le temps de chauffagc des plaques placees dans une dtuve a 187”. Nous effectuons une 
analyse de la variance pour connaitre la variabilite des rdsultats obtenus en fonction 
du nombre de plaques utilisCes et du nombre de mesures prises par plaque. Sur la 
base de ces donnees, nous construisons les courbes d’etalonnage de la tripalmitine, 
de l’acide palmitique, des dipalmitines l/3 et l/2 et de la monopalmitine. Enfin, nous 
determinons les differences de carbonisation qui existent entre triglycerides satures 
et insaturds. 

PARTIE EXPkRIMENTALE 

S&pat-a f ion dcs g fycc~ridcs 
Les tri-, di- et monopalmitines synthetisees au laboratoire et les autres lipides 

fournis par Applied Science Labs. (Palo Alto, Calif., &at+Unis) ou Fluka (Buchs, 
Suisse) sont &par& par CCM sur des plaques de Kieselgel G (Merck, No. 5721) de 
0.25 mm d’epaisseur. Ces plaques finies offrent divers avantages par rapport aux 
plaques preparees au laboratoire: Elles rdduisent le bruit de fond par leur composi- 
tion et leur epaisseur plus constantes. augmentent la sensibilite en presentant des 
traits plus condenses et se ddteriorent plus difficilement au chauffage. 

Apres dlution des lipides. dans des cuves Desaga, au moyen du melange solvant: 
ether de p&role-&her ethylique-acide formique (60:40:1.5), et rbv&lation par car- 
bonisation, le dosage des produits est effectue par densitomdtrie au moyen du spec- 
trometre chromatographique Zeiss derive du PMQ II. La mesure des surfaces des 
pits est realisee par planimetrie (Planimetre Amsler 2002/948). 

Dosage c/es glyccWdcs 
Les lipides neutres satures. monoinsatures ou polyinsatures non conjugues 

absorbent peu les rayons UV ou visibles; c’est pourquoi, nous les r&&Ions par car- 
bonisation en vaporisant les plaques sous hotte avec une solution 50:50 de sulfate 
d’ammonium St 20(x, et de (NH&30J h 20% acidifS par H,S04 (4%) au moment 
de I’utilisation’j. Ces plaques sont ensuite placCes dans une Btuve $ 187” pendant un 
temps que nous determinons experimentalement. (Voir determination du temps de 
chauffage des plaques.) Les lipides, dtalds SOLIS forme d’un trait continu au moyen 
d’un applicateur Camag et d’une seringue Hamilton, sont doses par densitometrie 
(longueur d’onde: 370 A). La fente du densitometre ayant une largeur de 14 mm et 
balayant les plaques perpendiculairement aux traits it une vitesse de 20 mm/mine II 
est aise de realiser plusieurs mesures diffdrentes par ligne. 

Rl%U LTATS 

Dchvw~irtatiou c/u lev~ps de c*haqfl&v c&s plaques 
Nous utilisons une mCme solution initiale contenant par 10 ml 83.3 mg de 

tripalmitine (Tri) et d’acide palmitique (AC), 77.3 mg de dipalmitine l/3 (Di l/3). 
6.05 mg de dipalmitine l/2 (Di l/2) et 26.2 mg de monopalmitine (MO). 

Apres separation de ces compos& par CCM et pulvdrisation de la solution de 
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TABLEAU1 

ETUDE DES DENSITES DE N~~RCISSEMENTEN FONCTION DU TEMPS DECHAUF- 
FAGEDESPLAQUES 

Surfaces cn mmz. Moycnnes de dix mesurcs. 

TCt?lpi GlycPride 
(ttiitt) 

Tri AC 
(47) ’ (47) (43.asj (3.42) 

30 1622 0 1896 522 
GO 3596 686 3439 106.5 

120 4963 3615 3709 1098 
240 5021 4316 3649 1011 
360 4529 4023 3622 939 

_.... ..___ _.. ____~. __ __ . . .__ . - _.. _ 
* Concentration par 14 mm de trait (j(g). 

:z. 79, 

298 
961 
996 
819 
752 

sulfate d’ammonium acidif& nous placons les plaques dans une Ctuve i\ 187” pendant 
des tempsvariables(30-360 min)en vue de determiner la durCe du chauffage qui donne 
le meilleur noircissement. La temperature de I’dtuve a CtB choisie en fonction d’essais 
prdliminaires et du materiel mis si notre disposition. 

Le Tableau I et la Fig. 1 indiquent clue les difErents glyckidcs ne noircissent 
pas avec la mdme vitcsse. II semble inGressant de chauffer les plaques pendant au 
moins 120 min. 

DPtermiuation du uombre de plaques et de passages par plaque 
Une analyse statistique des rbsultats scrt in determiner le nombre de plaques 

et de passages rkessaires pour une variabilite fixCe et permet I‘dtude d’une relation 
entre la concentration et la surface mesuree. 

A partir de la mCme solution de lipides et apr&s sdparation par couches minces, 
des lots de cinq plaques sont rdveICs, apres vaporisation de la solution de sulfate 
d’ammonium, dans I’Ctuve chauff& <I 187” pendant 120. 240 et 360 min (temps de 
chauffage ddterminCs prdcddemment). Chaque essai est rep&d trois fois Si raison d’un 
par jour. Cinq mesures densitomCtriques sont r&tlisCes par plaque et par substance, 
‘ce qui donne un total de 75 donnees par produit et pour un mCme temps de chauffage. 

0 
h 5 

180 Tamps (min) CM0 

Fig. I. Evolution de la carbonisation dcs lipides cn fonction du tcmps de chauffage h 187”. I = trj- 
palmitine (47 /&I4 mm): 2 = acide palmitique (47 /‘g/l4 mm); 3 = dipalmitinc l/3 (43.65 /(g/14 
mm): 4 = dipalmitine l/2 (3.42,~g/14 mm): 5 = monopalmitine (14.79/1&14 mm). 
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TABLEAU II 

ANALYSE DE LA VARIANCE RfZAL1Sg.E A PARTlR DES MESURES EFFECTUgES AUX 
TEMPS 120, 240 ET 360 MIN 
D”L = De&s de libcrtd: SCE := sommc dcs carrds dcs &arts: CM = cnrrd moycn: F = variable 
dc Sncdecor: CV = cocfkicnt dc variation. 
..- _---- _. _. . -. . -.. 
Sorn’ce de varintiorr D”L SC.!? CM F 

Tri ~Te&i 2 10884’18i 5442092 61.77 
Jours/tcmps 6 299450 49908 .:: I 
Plaqucs/jour 36 3171744 88104 21.00 
Passiycs 180 755160 4195 

_ . _ - 
Total 224 15110538 5584299 

Moycnnc gdnbralc: 4838; ccart-type rdsiducl: 64.8: CV r&iduel: 1.3 

AC Temps 2 18582912 9291456 87.96 
Jours/tcmps 6 776296 I29383 I .22 
Plaqucs/jour 36 3802832 IO5634 6.95 
Passages 180 2735160 15195 

__. . __ _._ .._ ._. ̂ _ _... _ . ._ 
Total 224 25897200 9541668 

Moyemc gdnbralc: 3985: &art-type rdsiducl: 123.3: CV rdsiducl: 3.1. 

Di l/3 Temps 2 298497 I49248 I.42 
Jours/temps 6 56488 9415 --rl 
Plaqucs/jour 36 3780528 105014 26.91 
Passaycs 180 702480 3902 

Total 224 4837993 267579 
Moycnnc gbnh-&: 3G60: &art-type rdsiducl: 62.5: CV rdsiducl: 1.7. 

Di l/2 Tcmps 2 948696 474348 50.00 
Jours/tcmps 6 16408 2735 a’: I 
Plaqucs/jour 36 341542 9487 4.86 
Pussagcs 180 351440 1952 

_~ ._.. .-. ._. 
Total 224 1658086: 488522 

Moycnnc ghdralc: 1016; &art-type rdsiducl: 44.2; CV rbsiducl: 4.3. 

Mu Tcmps 2 2383484 1191742 140.04 
Jours/tcmps G 11273 1879 a_,1 
Plaqups/jour 36 306378 8510 7.77 
Pnssagcs 180 197280 1096 

Total 224 28<84;5 1203227 
Moyennc ghdralc: 856; dcart-type rdsiducl : 33. I : CV rbsiducl: 3.9. 

Nous nous sommes limit& si des lots de cinq plaques pour des raisons essentielle- 
ment mat&-ielles. Par contre, le nombre de passages est fonction de la largeur de fente 
du densitom6tre et de la longueur du dep6t. 

Au schCma esp&imental d&it ci-dessus correspond un modble d’analyse de 
la vnrilmce hi&archis& h deux crit&es de classification Is. Cllaque jour de I’expbrience 
constitue une entitk Les plaques sont subordonnbcs aux jours et les passages ou rep& 
titions dependent des plaques. Lcs analyses effectuCes aux trois temps diffkents 
(Tableau II) permcttent la determination des composantes de variances pour Ies 
plaques (6:) et pour Its passages (62,). A partir de ccs estimations, on calcule pour * 
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des nombres de plaques (9) et de passages (II) la variance de la moycnne selon la rc- 
Iation 

La variabilite relative au nombre de plaques et de passnges est exprimde dans 
le Tableau 111 en terme de coefficients de variation. On constate que la variabilite 
entre les plaques est plus importante que la variabilite entre les mesures effect&es 
sur une mCme plaque. 

De plus, ZI concentrations bgales, le coeflicient de variation de I’acide est nette- 
ment plus Blew? que le coefficient de variation de la tripalmitine. Ce fait peut Ctre 
explique par la difiicult6 qu’il y a h dCfinir correctement la ligne de base des pits de 
I’acide. 

TABLEAU III 

COEFFICIENTS DE VARIATlON PAR RAPPORT A LA MOYENNE CALCULl% A PARTIR 
DE L’ENSEMBLE DES MESURES 

_ _ _ 
Prohif II q 

----. 
I 2 3 .‘4 5 

-. .- ._- _.__ .._ -__.-.._ ._ _-- ..^. .___ __._ _.__,__. .,.. ____ _ 
Tri 

AC 

Di l/3 

Di l/2 

MO 

1 2.99 2.12 1.73 1.50 1.34 
2 2.84 2.01 1.64 1.42 1.27 
3 2.79 1.97 l.GI 1.39 1.25 
4 2.76 1.95 1.59 1.38 1.23 
5 2.74 1.94 1.58 1.37 1.23 

1 4.58 3.24 2.64 2.29 2.05 
2 4.02 2.84 2.32 2.01 1.80 
3 3.82 2.70 2.20 1.91 1.71 
4 3.71 2.63 2.14 1.86 l.GG . 
5 3.65 2.58 2.11 1.82 1.63 

1 4.24 3.00 2.45 2.12 1.90 
2 4.07 2.88 2.35 2.03 1.82 
3 4.01 2.83 2.31 2.00 I .79 
4 3.98 2.81 2.30 1.99 1.78 
5 3.96 2.80 2.29 1.98 1.77 

1 5.79 4.09 3.34 2.89 2.59 
2 4.90 3.47 2.83 2.45 2.19 
3 4.57 3.23 2.64 2.29 2.04 
4 4.40 3.11 2.54 2.20 1.97 
5 4.29 3.03 2.48 2.14 1.92 

I 5.93 4.19 3.43 2.97 2.65 
2 5.26 3.72 3.04 2.63 2.35 
3 5.02 3.55 2.90 2.51 2.25 
4 4.90 3.46 2.83 2.45 2.19 
5 4.82 3.41 2.78 2.41 2.16 
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TABLEAU IV 

COEFFICIENTS DE VARIATION (II =y= 1) 

Te&s (nritr) Trr AC Di II3 Bill2 Mu 

-. 120 4.16 7.19 6163 7.31 a.o3- 
240 1.28 3.11 2.09 5.25 2.63 
360 1.22 2.96 2.17 3.55 3.91 

L’examen des rCsultats obtenus pour des temps diff6rents (Tableau IV), tout 
en confirmant les remarques prkckdentes, fait apparaitre la nCcessit6 de toujours tra- 
vailler avec le mCme temps dc chauffage des plaques. Les coefficients de variation au 
temps 120 min sont nettement plus dlevh. Cela pourrait dtre provoqud par une stabi- 
lisation lente de I’dtuve et une h&5-ogh~it6 dans le noircissement. Nous conseillons 
done de chauffer les plaques pendant 240 min. On constate dgalement qu’il n’y a pas 
de difl&ences significatives entre les jours. Compte tenu de ces rCsultats. nous utili- 
serons trois plaques par essai et effectuerons trois mesures densitometriqucs par plaque 
et par cornposh. 

Courbes d’cValotniage 
En vue d’@tablir la relation liant la concentration Y @g/14 mm de trait) en 

lipide R la surface de rt!ponse X(mm% nous prdparons des solutions de concentrations 
diffbrentes. Les plaques, aprks dlution, sont placCes dans une Ctuve h 187” pendant 
240 min. Pour chaque concentration et pour chaque produit. nous effectuons neuf 
mesures (trois plaques par jour. trois mesures par plaque). 

La reprksentation graphique des rhultats a orient6 le choix des ajustements au 
sens des moindres carrbs vers les fonctions de puissances. Une transformation lo- 
garithmique des donndes a permis la reduction de la variation rCsiduelle, la lindari- 
sation de la relation et une correcte dispersion des observations. D&s lors, I’bquation 
liant la concentration h la surface de rdponse s’Ccrit 

Y=a?P 

ou 

logy = loga -I- hlogX 

TABLEAU V 

PARAMBTRES DES GQUATIONS DE RBGRESSION 

Trl’ AC Di I/3 .. Di l/2 

-53.2559 
_ . . .._. _. 

IS1 y 53.2474 54.8823 6.3933 
d 

nY 84.4178 84.4OG8 R0.8102 6.6827 
Y = aXh 

a 0.2032. IO-” 0.23lJ20 IO-” 0.3069. 1O-s 0.2270. IO-” 
h 0.1992 ’ I 0’ 0.2009~ 10’ 0.2Ol2* IO’ 0.2056. IO’ 
. 
nr ‘s 0.4400 0.4993 0.1828 0.0834 
V Y ‘X 0.0083 0.0094 0.0033 0.0128 

MO 

33.1 138 ‘- 
30.0057 

0.1726*10-4 
0.2047. IO’ 
0.583 1 
0.0176 
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Fig. 2. Relations cntrc la concentration Y et la swfacc du pit X. Tri = tripalmitinc: AC == acidc 
palmitiquc: Di = dipalmitinc: MO = monopalmitine. 

Le Tableau V reprend pour chaque produit la moyenne (thy) et l’kart-type estimk 
(i?.y) dcs concentrations, les vajeurs des param&rcs Q et h. l’kart-type 3’u .x et le co- 
efficient de variation py .x des r&idus. La Fig. 2 donnc une reprkentation graphique 
des equations en dchelles logarithmiques. 

Comme les lipides dtudiCs prCcCdemment ne se carboniscnt pas avec la mCme 
vitesse, il nous semble inGressant d’etudier pour tcrminer les rCponses de diffdrents 
triglycCrides. Si C est la concentration effective en triglycCride et Y la concentration 
calcul6e au moyen de I’&quation de la droite de rdgression trouvee pour la tripalmitine 
en fonction de la surface du pit (X) mesurCe par densitom6trie. nous obtenons des 
coeficients de reponse (f;,,) dont les valeurs sont colligCes dans le Tableau VI. 

TABLEAU VI 

COEFFICIENTS DE RfZPONSE DES TRIGLYCERIDES 

Tributyrinc 0.50 S9.G 
Trihcptanoinc 0.67 67.3 
Tricaprylinc 0.71 68.9 
Tricaprine 0.77 71.5 
Trilaurinc 0.80 73.4 
Trimyristinc 0.83 74.8 
Tripalmitinc 0.87 75.9 
Tristdnrine 0.90 76.9 

Tripalmitolhinc 0.90 76.5 
Trioleine 0.91 77.4 
Trilinoldine 0.92 77.9 
Trilinoldninc 0.92 78.4 

R,: fw 

- - 
3.783 0.264 
2.383 0.420 
I .627 0.615 
I .294 0.773 
I.136 0.880 
I .ooo I ,000 
0.936 1.068 

0.918 1.089 
0.846 1.182 
0.703 ‘I ,422 
0.54s 1.835 

I 

fw - 
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-- 70 75 
w 

*I. carbon. 

Fig. 3. Relation entrc I/J,,,,. (2) ct Ic pourccntagc dc carbonc. 

j;,. =- 
Y(tripalmitine) ,., C(triglycdride) -- 
Y(triglycdride) ” C(tripalmitinc) 

On constate que la relation entre I lf,,, et le pourcentage en carbone est pratiquement 
linkire (Fig. 3). De plus les doubles liaisons accentuent le noircissement. 

CONCLUSIONS 

L’analyse de lipides par densitomktrie est une mCthode sensible si on rdvble 
les plaques en pulvdrisant une solution de sulfate d’ammonium acidifi6 par NLS04 
et en les chauffant pendant 240 min h 187”. En examinant les rtkultats d‘une analyse 
compkte de la variance et en nous fixant une limite de variabilitk nous estimons qu’il 
est nhessaire d’utiliser pour chaque essai trois plaques et de &peter par plaque trois 
mesures h des endroits diffhents. 

Par la mCtllode des droites de r&ression, nous montrons Cgalement que la 
relation entre la concentration (Y) et la surface du pit (West du type log Y =I log b -I- 
n log X. Les diffkrences de noircissement entre triglycerides nous obligent h Cmettre 
des reserves quant au dosage de lipides issus de milieux biologiques. En effet. dans 
pareils cas, le facteur de rdponse ne peut Ctre calculC car il depend des concentrzitions 
des produits de mCme RF. Cette m6thode n’est valable que lorsqu’il n’y a qu’une sub- 
stance par trait. 

R&UMlt 

Les @y&ides separds par cllromatographie sur couches minces et rbvCl& par 
carbonisation sont dosCs par densitomktrie. Aprt% la mise au point des conditions de 
carbonisation, I’analyse stotistique d&ermine la variabilitt5 des rCsultats: des courbes 
de calibrage sont proposks et des facteurs de rCponse sont calculds pour plusieurs 
triglyc&ides saturCs et insatur&. 
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