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Détermination des mono- et diglycérides par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Determination of Mono- and Diglycerides by
High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

E. Martin®, Monique Duret et ]. Vogel

Laboratoire cantonal de chimie, Geneve

Introduction

La chromatographie sur couche mince (CCM) de gel de silice est la méthode
la plus simple pour séparer les corps gras en tri-, di-, monoglycérides et acides
gras. En tant que méthode qualitative (1), elle a été retenue dans le projet de cha-
pitre 58 sur les émulsifiants du Manuel suisse des denrées alimentaires en cours
d’élaboration. Des essais comparés de CCM suivies de mesures densitométriques
effectués par plusieurs laboratoires participant a [’élaboration de ce projet ont dé-
montré que la CCM ne permet pas un dosage reproductible des mono- et digly-
cérides.

Etant donné que les mono- et diglycérides représentent plus de 75% (2) de la
totalité des émulsifiants alimentaires et que des teneurs maximales ont été fixées
dans la liste d’application de 'ordonnance sur les additifs (3) il est nécessaire,
pour les besoins du contréle, d’avoir une méthode précise pour déterminer cette
catégorie d’additifs.

La chromatographie gaz-liquide avec détection a ionisation de flamme a été
tres utilisée (4—10). Elle ne convient ¢ependant pas particuliérement bien aux
émulsifiants qui sont des substances peu volatiles. Aprés saponification elle per-
met une identification trés fine des éléments constitutifs des émulsifiants mais el-
le ne permet pas par ce biais un dosage sfir en raison de la trés grande marge de
fluctuation de ces éléments pour un méme type d’émulsifiant.

La chromatographie liquide a4 haute performance (HPLC) a déja été utilisée
pour I’étude analytique et structurelle de divers émulsifiants (11—13). Elle a aussi
été appliquée a I’identification et au dosage des corps gras, principalement des
triglycérides (14—17). Elle a ’avantage sur la CCM de permettre un dosage précis.

* Membre de la sous-commission 23 et de la commission du Manuel suisse des denrées ali-
mentaires.
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Pour les colonnes, la silice inverse et la silice ont été utilisées. Nous avons choisi
la silice comme phase stationnaire car ce support offre la meilleure compatibilité
avec les solvants des corps gras. De plus nous savons, par la CCM, que la silice sé-
pare bien les mono-, des di- et triglycérides. Des détecteurs infra-rouge (18), a dif-
fusion de lumieére (19), photométriques dans l'ultra-violet (20), réfractométrique
(21, 22) et méme un détecteur avec réaction post-colonne ont été proposés (23).
Nous avons opté pour le détecteur réfractométrique car c’est celui qui donne une
réponse relativement constante a I'intérieur d’une méme classe de composés lipi-
diques. Nous avons recherché la phase mobile présentant I'indice de réfraction le
plus bas et permettant une séparation optimale des mono- et diglycérides. Précé-
dée d’une phase d’enrichissement sur minicolonne (24), la HPLC est la méthode
de choix pour la détermination précise des mono- et diglycérides. La méthode
qui a été mise au point permet de déterminer quantitativement les mono- et
diglycérides. L’examen des profils chromatographiques entre les mono- et les
diglycérides renseigne sur la présence de mono- et diglycérides estérifiés avec les
acides citrique, lactique, tartrique, diacétyltartrique, acétique. Les mono- et dies-
ters du propanediol-1,2 peuvent aussi étre dosés par cette méthode.

Partie expérimentale

Réactifs

Hexane (Mallinckrodt, ChromAR, HPLC, No 5167)
Propanol-2 (Merck, pour I’analyse des résidus, No 998)
Acide perchlorique 60% p.a. (Merck No 518)
Glycérol-1 monopalmitate (Fluka No 76185)
Glycérol-1,2 dipalmitate (Fluka No 42554)

Glycérol-1,3 dipalmitate (Fluka No 52555)

Acide palmitique p.a. (Fluka No 76120)

Apparetllage

Chromatographe liquide & haute performance Varian, modeéle Vista 5000 avec
détecteur réfractométrique Varian RI-3.

Injecteur Rheodyne 7125 manuel avec boucle de 10 ul.

Bain thermostatisé Julabo avec cuve de 20 litres et circulation externe type HC

reliée a la cellule réfractométrique.

Enregistreur intégrateur Spectra-Physics 4270.

Seringue Hamilton de 100 wul, 710-SNR 80665 pour injecteur Rheodyne.

Filtres 0,45 um (Millipore SJHVLO4NS).
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Chromatographie

Phase mobile: Hexane + propanol-2 + eau + acide perchlorique (1075 ml +
125 ml + 25 ml + 0,625 ml); débit 1 ml/minute.

Température de la colonne: Ambiante.

Température de la cellule réfractométrique: 20,00 % 0,01 °C.

Pression 82 bar. '

Atténuation du détecteur réfractométrique: 5—20 (dRI x 10°F).

Solutions témoins préparées dans la phase mobile.

Solution de référence: Peser avec précision environ 20 mg des substances suivantes:
glycérol-1 monopalmitate
glycérol-1,2 dipalmitate
glycérol-1,3 dipalmitate
huile d’olive raffinée.

Compléter au trait avec la phase mobile. A température ambiante, cette solu-
tion est stable 24 heures.

Résultats et commentaires

La régression linéaire et la détermination du coefficient de corrélation pour
différentes concentrations de glycérol-1 monopalmitate permettent de constater
que I’intensité du signal enregistré (surface d’intégration) est bien proportionnel-
le & la concentration du glycérol-1 monopalmitate. Le coefficient de corrélation
de 0,9995 indique un bon degré d’ajustement avec la droite calculée dans 'inter-
valle de concentration étudié (1—10 mg/ml).

L’étude de répétibilité a été effectuée selon les normes ISO (25). Les condi-
tions et les résultats de cette étude sont rassemblés dans le tableau 1.

Les temps de rétention du glycérol-1 monopalmitate ainsi que ceux du glycé-
rol-1, 2 dipalmitate et du glycérol-1,3 dipalmitate accusent une dérive positive de
0,01 seconde sur 10 minutes (intervalle de temps entre 2 injections).

Tableau 1. Répétibilité

Substance | a) b) + ¢
Parameétre
Concentration (mg/ml) 327 1,44 + 1,61
Nombre de chromatogrammes
effectivement utilisés e )
Nombre de chromatogrammes
¢liminés comme aberrants 0 1
Intervalle de confiance unilatéral
au niveau de confiance 95% (en %) 3,7 8,8
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Fig. 1. HPLC, conditions voir texte
= Triglycérides (huile d’olive raffinée Glycérol-1, 2 dipalmitate
= Glycérol-1, 3 dipalmitate 4 = Glycérol-1 monopalmitate
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La figure 1 montre un exemple de chromatogramme obtenu avec la solution
de référence. Les pics du glycérol-1,2 dipalmitate et du glycérol-1,3 dipalmitate ne
sont pas parfaitement séparés et dans le cas d’un dosage, il faut cumuler ces deux
pics. Le pic des triglycérides est assez bien séparé des pics des diglycérides.

Il a été constaté que les triglycérides de I’huile d’olive ont pratiquement le
méme temps de rétention que celui de la tripalmitine. Dans les conditions don-
nées, ’acide palmitique n’est pas séparé des diglycérides correspondants. Dans la
pratique cela ne devrait pas étre génant les acides gras libres n’étant présents qu’a
des concentrations relativement faibles par rapport a celles des mono- et diglycé-
rides. ,

Les profils chromatographiques entre les diglycérides et les monoglycérides
renseignent sur la présence de mono- et diglycérides estérifiés avec les acides ci-
trique, lactique, tartrique, diacétyltartrique et acétique. Les diesters des acides
gras alimentaires du propanediol-1,2 donnent un pic qui se superpose a celui des
triesters de ces mémes acides gras. Les monoesters des acides gras alimentaires du
propanediol-1,3 donnent un pic qui se superpose au pic des diglycérides de ces
acides gras.

Il est clair qu’au vu de ces résultats, une identification précise des composants
d’un mélange d’émulsifiants n’est pas possible. Pour les déterminations quantita-
tives, nous avons choisi d’exprimer les résultats en di- et monoesters d’acides gras
alimentaires du glycérol (mono- et dipalmitates par exemple). L’erreur qui peut
résulter d’une telle simplification est de toute fagon minime comparée a celle
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qui résulte d’'une détermination basée sur les constituants acides obtenus apres
saponification des mono- et diglycérides estérifiés. La concentration d’un consti-
tuant acide, pour un méme type d’émulsifiant, peut en effet varier du simple au
quadruple.

Le cholestérol donne un pic qui se superpose a ceux des diglycérides. Cette in-
terférence n’a qu’une influence mineure étant donnée la faible concentration de
ce composé par rapport a celle des diglycérides.

Dans ces conditions la lécithine n’est pas éluée. Il en va de méme pour les
stéaroyl-lactylates de sodium de potassium et de calcium. Ces derniers aprés trai-
tement a I’acide chlorhydrique et extraction a I’éther diéthylique donnent des
profils comparables & ceux des mono- et diglycérides et peuvent alors étre quan-
tifiés.

Nous avons appliqué cette méthode 4 une margarine végétale du commerce.
Les lipides ont d’abord été séparés selon une technique sur colonne seche dérivée
de la méthode de Wolff (26) a I’aide de 150 ml d’un mélange d’hexane et de propa-
nol-2 (3:2 v/v). Une partie aliquote des lipides ainsi obtenus a été soumise a une
chromatographie sur minicolonne de silicagel selon la méthode de Dieffenbacher
et Martin (24). La fraction éluée avec I’éther diéthylique et qui contient les mo-
no- et les diglycérides a été soumise a la HPLC et a donné les résultats suivants:
Monoglycérides (en glycérol-1 monopalmitate): 0,17 g/100g.

Diglycérides exprimés en glycérol-1,3 et glycérol-1,2 dipalmitate: 4,7 et 4,9 g/
100 g (2 dosages).

En conclusion, la méthode HPLC décrite permet de déterminer avec préci-

sion les teneurs en mono- et diglycérides.

Résumé

Une méthode HPLC sur colonne de silice, avec détection réfractométrique est proposée
pour la détermination précise des mono- et des diglycérides. L’examen du profil chromato-
graphique renseigne sur la présence de mono- et diglycérides estérifiés. Dans les conditions
opératoires décrites, les limites de détection sont de 0,2 mg/ml pour le glycérol-1 monopal-
mitate et de 0,1 mg/ml pour le glycérol-1,2 et le glycérol-1,3 dipalmitates. La réponse du dé-
tecteur est linéaire pour le glycérol-1 palmitate dans un intervalle de concentration compris
entre 1 et 10 mg/ml. La répétibilité est inférieure a 3,7% pour la monopalmitine. Elle est in-
férieure a 8,8% pour la dipalmitine. La méthode s’applique également aux esters du propa-
nediol-1,2 et d’acides gras.

Zusammenfassung

Es wird eine HPLC-Methode iiber Silicagel (Direktphase) mit refraktometrischer Mes-
sung fiir die Bestimmung von Mono- und Diglyceriden vorgeschlagen. Das Chromato-
gramm unterrichtet iiber die etwaige Anwesenheit von veresterten Mono- und Diglyceri-
den. Unter bestimmten Bedingungen betragen die Nachweisgrenzen fiir 1-Monopalmitin
und fiir 1,2- und 1,3-Dipalmitin 0,2 mg/ml bzw. 0,1 mg/ml. Das Signal des Detektors fiir 1-
Monopalmitin ist linear zwischen 1-10 mg/ml. Die Wiederholbarkeit fiir Mono- und Di-
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palmitin ist kleiner als 3,7% bzw. 8,8%. Die Methode ist fiir Propylenglykolester von Fett-
siauren anwendbar.

Summary

A direct phase HPLC method with refractometric detection is proposed for the deter-
mination of mono- and diglycerides. The chromatographic profile gives information on
the presence of esterified mono- and diglycerides. Under the experimental conditions the
detection limits are 0.2 mg/ml for l-palmitoylglycerol and 0.1 mg/ml for 1,2-dipalmi-
toylglycerol and 1,3-dipalmitoylglycerol respectively. The response of the detector for 1-
palmitoylglycerol is linear between 1 and 10 mg/ml. The repeatability for monopalmitin is
less than 3.7% it is less than 8.8% for dipalmitin. The method is also applicable to the fatty
esters of 1,2-propanediol.
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