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Cette m6thode d'extraction et de dosage des lipides 
convient 2t des travaux de recherches de chimie et.de physiologie 
végétale. Alle s'applique à n'importe quel mat8rie1, chlorophyl- 
lien ou non (avec quelques exceptions cependant: matériel très 
riche en résines par exemple). . 

les lipides du Sterigmatocystis nigra, et reprise par klle Ger- 
trude dans sa thèse sus le mdtabolisme et la morphogenèse de 
Veronica anagallis (voir R6férences) 

Blle a éte mise au point par Pontillon dans sa thèse sur 

DJiFIi\fI TI ORS 

Le contenu précis du terme ''Lipides" a donné lieu 8. de 
nombreuses ten-tatives de  définilioq. 

Fontillon propose: "Substances & caractere typiquement 
organique possédant dans leur molécule une ow plusieurs fonotions 
ester facilement hydrolysables en radicaux aliphatiques ou ali- 
cycliquesff. 

carbone, hydroghne et oxygène, et les lipides complexes, o h  
figurent en outre soit le phosphore, soit le phosphore et 
l'azote, 

Les lipides comprennent: les lipides ternaires, contenant 

Le tableau quivant (qui n'a pas la prétention d'&tre abso- 
lument complet) rappelle la classification et la constitution 
chimique des principaux groupes de lipides qui se rencontrent, 
chez les vegétaux, ainsi que l eur  localisation dans la cellule 
vég4 t a le .  
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PRIlVCIPBS D%' LA ,----- PihTHODE 

Pour une 6tude physiologique, et surtant quand il s'agit 
d'organes chlorophylliens, il est j-mpossible de se contenter des 
resultats obtenus par pesée de l'extrait total après épuisement 
par un solvant. Des' substances non 7-ipidiques sont entrainées. 
Et toutes les matières grasses risquent de ne pas &tre dissoutes. 
L'erreur peut, dans certains cas, etre énorme. 

Il est impossible Ggalement de partir de materiel séché. 
Le chauffage h 100-1 I O D  roodifie cohsid6rablemen-t les caract6ris- 
tiques des graisseset entraîne des pertes sérieuses,, 

Bn 1907-8, Kumagawa t;t Sut0 ont mis au point la mgthode qui 
consiste à doser l e s  lipides par pesée des acides gras provenant 
de la saponification d'un extrait obtenu par l'alcool bouillant, 
Depuis, de nombreuses modifications de détail ont ét6 introduites, 
mais le principe de la méthode reste valable. 

La marche des ope'rakions, telle qu'elle a éte mise au point 
par Pontillon, est résumde dans le tableau ci-dessous. 

Le matériel frais est fix6 et épuise' à l'alcool bouillant, 
Le liquide d'extraction contienJi;, loutre les matigres grasses, 
d'autres constituants de la matière v6gétale: glucides, chloro- 
phylle, etc, L'alcool est elimia6 par distillation, 

Le residu du lot dest_in6 à l'estimation du phosphore entrant 
dans la constitution , - -----l__----- des molgcules de lipides complexes est 
repris, pour purification, par llétker sulfurique. Après filtra- 
tion, c e t  é%her est elimine' et le 9hosphore est dosé sur ce der- 
nier re'sidu, par le$ méthodes habituelles, après une attaque 
sulfo-nitrique classique. 

Le résidu du lot destiné au dosage des acides gras e t  des 
insaponifiables des corps gras est soumis 

obtient u m  s o l u t i o 2  bydroalcoolique renfermant le glycérol, les 
autres alcools, etc,, et le me'lange des sels alcalins des acides 
&ras. Cette saponification, facile pour l e s  glycerides , ~ ' Q Q C L ~  
p lus  difficilement pour les cires (il peu-t etre nécessaire de la 
faire 8. l'autoclave), 

l'action de la potasse 
, alcoolique à chaud, Les matibres grasses sont saponifiées. On 

I 

C . O  
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Cette solution est alors traitée par l'e'ther de pétrole qui 
entrafne l'ensemble des insaponifiables des corps gras (alcools 
gras supérieurs; sterols; alcools triterpéniques; vitamines lipo- 
solubles: A, D ,  A., K; carotenordes; autres hydrocarbures; etc,) 
Le glycérol, miscible à l'eau et à l'alcool, mais insoluble dans 
Iléther, reste dans la phase hydroalcoolique, qui est séparée par 
décantation de la phase éthérêe renfermant les insaponifiables. 
L'Qther de pétrole est gliminé par distillation. Le résidu est 
r e p r i s ,  pour purification, par une nouvelle quantite d'kther de 
pdtrole, qui  est, lui aussi, élimine', aprhs filtration. Le poids 
du résidu représènte la teneur gl-obqle en ,insa-ponifiables,. 

Ici, seuls l e s  stGrols seront dosés à part. Pour les séparer, 
on reprend le résidu d'insaponifiables par la digitonine qui forme 
un complexe avec les st6rols. 

Pour l'estimation de la teneur en acides gras totaux, on 
reprend la solution hydroalcoolique qui contient encore le glyce'rol 
et le mélange des sels alcalins des acides gras. Par addition 
d'acide chlorhydrique, on précipite les acides gras, insolubles 
dans l'eau, et on les sépare du me'lange par un traitement 8.1'8ther 
de petrole. La phase ethgree est se'parée par décantation de la 
phase hydro-alcoolique, puis filtrée. On élimine le solvent, Le 
poids durésidu représente la teneur en acides gras totaux, libres 
ou combines. L'analyse n'est pas poussge plus loin ici (voir Réf6- 
rences). 

Cette technique présente cependant un inconvénient: celui de 
ne pas fournir les lipides à l'é-Lat naturel et d'empgcher par 1& 
certaines e'tddes qualitatives. 

On lui a fait d'autre part un certain nombre d'objections. 
' Pontillon en examine les principales dans son travail: 

1 ) Une éthanolyse pourrait se produire au cours de l'extrac- 
tion. Ethanolyse qui serait susceptible de modifier profondement 
les resultats. Rien ne prouve cependant que cette alcoolyse se 
produise: elle n'a lieu en effet qu'en milieu rigoureusement 
anhydre et fortement acide. Or, au cours de l'extraction au Kma- 
gawa, le milieu n'est jamais anhydre et l'acidite' n'est qu'une 
acidite' organique, Et Yontillon précise: 

prolongée de graisses naturelles dans l'alcool qu'une 18gère 
'' Emerson e-t Dumas ne signalent au cours de 1'6bullition 

, 
t 

1 



estgrification des acides gras libres. D'autre part, en supposant 
que cette éthanclyse se produise, ce qui nous le répbtons, n'sst 
pas d6montr6, elle'ne nuirait en rien à l'exactitude des résultats: 
ce n'est pas l'extrait alcoolique qui est pese', mais les acides 
gras qui rBsultent de la sgonification de cet extrait, et, s'il 
s'était formé pendant l'extraction des, esters Bthyliques, ceux-ci 
seraient d6truits par la saponification". 

2) L'extraction serait incomplète. Les auteurs cités ont 
vérifie' que ce n'était pas le cas pour le matériel qu'ils étu- 
diaient. '1 est évident que p o u r  chaque nouvelle étude et pour 
chaqye matériel une vérification s'impose pa. épuisement 2i l'e'ther 
au Soxhlet. Dans le cas de Sterigmatocystis nigra, Pontillovi a 
constaté que le résidu, peu abondant, pbtenu ne contenait ni 
acides gras, ni stérols, 

3 )  I1 pourrait y avoir entraînement d'une certaine quantité 
de résines dont la presence dans les insaponifiables (rdsines e% 
resinotannols) et dans les acides gras (acides résinoliques) peut 
conduire à des résultats erronés. Ce reproche e s t  fond6 dans le 
cas de materiel riche en resines, bien que la quantité de resines 
entrainees ne soit jamais très considérable vu la solubilite asssz 
réduite de ces substances dans l'6fher de pétrole. Pontillon 
ajoute que: "Le lavage des produits avec une solution d'hydrate de 
chlora l  & 6070 ne peut se recommander, car si l'hydrate de chloral 
est un bon solvant des résines, c'est &galement un solvant d e s  
st6rols. 

, 

11 indique dgalement que : t tPour 6viter la saponification 
toujours possible des résines, il serait peut etre utile de reduire 
un peu la durée de la saponification, mais nous n'avons fait aucun 
essai dans ce sens." 

D'autre part, l'alcool amylique, reccmandé par certains 
auteurs c o m e  solvant pour la saponification, parait à rejeter 
par suite de son point d'ébullition trop éleve ( l02-148OC).  

TBCHTJIQUE: 

- Alcool absolu - Alcool 950, - Alcool 80° - Alcool 50° 

i 

Produits ndcbssaires 

. ,  
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- Ether  de pétrole distillant entre 50 et 70°. - E'ther de pétrole distillant audessous de 50°. - Solution alcoolique (95O) de potasse 2 N (non titrée). 
--r Solution aqueuse de potasse N/IO (non titrée). - Acide chlorhydrique concsntré, 
- Acétone pur et seco 
- Ether sulfurique a'?solument exempt d'alcool et d'eau (Pour avoir 

de l'éther anhydre il suffit de mettre quelques pastiqles ou 
quelques fragments" de soude ou de potasse caustique au fond du 
flacon). - Amiante en poudre. - Sable de Fohtainebleau (Lavé). 

- Coton de verre - Suspension de dititonine B 2% dans l'.alcool B BOo. (I1 e s t  
extr6memen-t difficile de se procurer de la digitonine en France. 
S'adresserà Dlerck. Ou en Ehrisse), 

du phosphore (voir fascicule "h16men%s mineraux"). 
- Produits nécessaires pour l'attaque sulfo-nitrique et le dosage 

1 

Yla t 6 ri el né c e s 3 aire 

En plus de la verrerie courante et du matériel courant: 
- Un appareil extracteur de Kwnagawa. Le modèle avec ballon de ~ O O C C ,  
- Cartouches en cellulose pure. 
- Ballons et réfrig6ran-h pour la distillation sous vide des sol- 
pour emploi de cartouches de 37 x 130 mm convient bien. 

vants. 
1 )  Pour la distillation de l'alcool il est commode de se servir 

non pas d'un ballon &. tubulure latérale soudée au col, mais d'un 
ballon ordinaire surmonté' diun tube 8. deux boules, la tubulure 
latgrale de dégagemenl étant soudée au sommet de ce tube, au dessus 
des boules, Ce dispositif évite les pertes possibles par la tubu- 
lure lat8rale. I1 est d'autant plus utile ici que l'emploi d'un 
ballon ordinaire dispense, au moment de la saponification, de l'uti- 
lisation d'un réfrigérant spécial (réfrigérant de Hopkins descen- 
dant très bas dans le col du ballon de façon à &iter pendant 
l'ebullition toute perte de vapeur par la tubulure latérale), 

dans le ballon, augmentant ainsi la surface de chauffe et regula- 
risant l'ébullition du liquide, 

d 'un chauffe-ballon éleetrique permettant le chauffage direct du 
ballon, 

Un tube capillaire traverse le tube 8. boules pour plonger 

2) Pour la dïstillation de l'é"cher il est commode de disposer 

I1 est bien entendu indispensable de régler la température 
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du chauffe-ballon avant la distillation (avec un autre récipient 
contenant le meme solvant par ex.) 
- Ampoules à decanter de 5OOcc. - Dessicateur à vide. Il est recommandé de le garnir de potasse 
en plaques, pour que l'e'vaporation de 1'6ther soit plus rapide. - Entonnoir d'analyse à tige longue et fibe. - Pour  les filtrations sur sable et amiante, on peut utiliser le 
dispositif suivant: Placer au fond d'ul? entonnoir ordinaire un 
tampon de coton de verre,ppuis une couche de sable de Fontaine- 
bleau lavé de 2 & 3 cm d'epaisseur. Faire une suspension d'amiante 
en poudre dans l'eau distillee. La verser doucement sur le sable, 
de manihre à ce qu'il se depose un film continu de pâte d'amiante 
8. la surface du sable. Regler la quantité d'amiante d'après les 
besoins de la filtration. Laver avant usage ce Systeme filtrant 
à l'eau distillée, puis 8. 1*8ther. 

I .- Filtres Dyrieux 1 I 1  , bande bleue (filtration lente) 
' - Filtres Durieux 11 1 , bande verte (sans graisse) - Filtre de Buchner, en porcelaine, pour filtration sous vide. 

Préparation et Fimtion du Matériel 

Le matériel frais est lavé 8. l'eau distillée et s6ch6 au 
papier Joseph. I1 est divisé en petits fragments, bien melangés 
pour constituer un tout homogène. Prélever un premier lot sur 
lequel on determinera la teneur en eau. Pre'lever ensuite deux 
lots identiques qui seront fixes immgdiatement dans 10 fois leur 
poids d'alcool B 9 5 O  bouillant. Plaintenir l'ébullition environ 
15 minutes, Pour un matériel peu riche en lipides (plantes et 
tissus sans réserves lipidiques), on peut opérer commod6men-b sur 

. 
1 

I des lots de 40 8. 50 grammes de matière végétal fraTche, 

' Extractioq 

Le début de lloprhation est le même pour l e s  deux lots: 
- Separer le matériel fix6 de l'alcool de fixation, sur Buchner 
- Broyer. - Mettre le matériel broyé dans une cartouche de cellulose pure. 

et papier filltre sans graisse, 

Epuiser par une quantit4 convenable d'alcool à 95",  dans l'appa- 
reil de Kurnagawa, pendant 8 heures. 
(Placer un anneau de verre sous la cartouche pour &iter qu'elle 
ne fasse ventouse dans le fonddu panier. Placer le filtre qui 
vient de servir sur le Buchner, sur le dessus de la cartouche: 
pour éviter que des fragments v6gétaux entraînés par l'alcool 
ne viennent boucher le siphon et pour évitel. qu'iln'y ait perte 
de lipides retenus par le filtre). 

, 

0 . .  
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- Transvaser quantitativement l'extrait alcoolique joint 8. l'alcool 
de fixation dans un ballon 8. distiller et évapore? sous vide 8. 
une temp6rature ne déL2assant pas 70°. 

La distillation de l'extrait destiné 8. la saponification 
n'est pouss6e que jwsqu'à consistance, sirupeuse. 

La distillation de l'extrait devant servir au dosage du phos- 
phore lipidique est poussée jusqu'à siccité. 

Pour obtenir la siccit6 parfaite, un bon moyen consiste 8. 
ajouter, la fin de la distillation, IOcc d'alcool absolu'dans 
l e ,  ballon. Faire le vide le plus poussé que peut donner le trompe. 
Kemektre le ballon au bain-marie à 7 0 ° ,  et enfin le plonger jus-" 
qu'au col dans l'eau bouillante pendant 1 ou 2 minutes quand presque 
tout l'alcool a 6té dis-billé. 

Dosage du Phosphore Lipidique 

L e  résidu sec destin6 à cet usage est trait6 8. plusieurs 
reprises p a r  de l'éther sulfurique absolument exempt d'alcool et 
d'eau, et legeremen% chauffe'. La solution é-bhe'rée est recueillie 
dans un matras.de Kjeldahl e t  ltether évapor6 sous vide B basse 
température; le rgsidu de l'évaporation est alors soumis 8. la 
destruction sulfo-nitrique. 

les reprises eth6rées. 1 

(Pontillan recommande de procéder comme suit pour l'attaque: 
- Ajouter 25 cc d'acide nitrique et laisser dig6rer 24 heures 8. 
la température du  laboratoire. 
Cette opération peut etre r6duite 8. une durGe de 30 minutes, en 
cas de besoin, en chauffant légèrement jusqu'au moment o b  l'at- 
taque garait se ralentir, puis en.1aissan-b refroidir. 

,- Ajouter ensuite 5cc d'acide sulfurique et poursuivre l'attaque 
comme d'habitude. - Doser le phosphore sur  le produit de l'attaque suivant l e s  m6- 
thodes habituelles. 

Il faut noter qu'une reprise benzgnique peut-ê tre utile après 

Saponification_ 

Le r6sldu de l'autre extrait, qui a &té amené à consistance 
sirupeuse, est additionne de 50 cc .  de potasse alcoolique 2TJ. 

- Prendre les précautions necessaireg, le cas échéant, pour qu'il 
n'y ait pas de perte de vapeur par la tubulure latérale du 
ballon (voir plus haut). 

0 . .  

, 
I 



- ? O  - .  

, 

- Chauffer deux heures au bain-marie bouillant, sous r6frigkran-b. 
- Ajouter 45 cc d''eau distillee. 
- Chauffer encore pendant 15 minutes. - Laisser refroidir. - Transvaser la solution hydro-alcoolique obtenue dans une ampoule 

8. d6cantation de 500cc.  Laver soigneusement le ballon avec de 
l'alcool 8. 50°.  

Séparation et dosage des insaponifiables totaux 

- Traiter la solution hydro-alcoolique par 100, puis 50, et enfin 
40cc d'éther de pétrole distillant entre 50 et 70°*, chaque la- 
vage étant suivi d'une d6cantation. 

solution dans une ampoule 8. décanter de 500cc, 

de potasse, puis par 40cc d'eau, chaque lavage 6tan-L suivi d'une 
d6cantation. Joindre ces liqueurs de lavage à la solution hydro- 
alcoolique de savons. 

- Transvaser l'é'cher de phtrole renfermant les insaponifiables 
dans un ballon 8. distiller de 500cc. et distiller l'ether de 
pe'trole sous vide; à basse température, 

- Reprendre le résidu obtenu par de l'éther de pétrole distillant 
au dessous de ? O 0 ,  ajouté par petites fractions en lavant le c o l  
et les parois du ballon.1 
(Certains auteurs disent d'utiliser 10 cc. d'éther de pétrole 
pour cette reprise, mais cette quantité semble assez souvent 
insu€fisante pour dissoudre tous les insaponifiables. On pourra 
en utiliser un peu plus), 

- Transvaser l'éther de pétrole renfermant les insaponifiables en 

- Laver 'cet é%her de pétrole par 50cc d'une solution aqueuse 11/10 

- Laisser reposer, 15 à 20 minutes. 
- Filtrer l'éther de reprise sur,aniiante et sable dans un petit 
cristallisoir 52 bec ou un petit bécher prgalablement tari;, 

- Laver soigneusement le ballon et le filtrer avec quelques cc. 
d'éther de pétrole et le joindre au contenu du-cristallisoir 
ou du bécher. 

- Mettre ce récipient dans un dessicateur et faire le vide. 
- Après évaporation complbte de S'Qther de pétrole, le recipient 
est laissé environ une heure 8. 1'8tuve 8. 50°.  Puis pese', 

La difference entre la pesée et le poids du cristallisoir vide 
donne le poids des insaponifiables totaux, 

... 
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Séparation et dosage des Stérols 

6 

- Dissoudre les insaponifiables dans 20cc d'acgtone pur et sec 
addYtionn6s de 10 cc d'une suspension de digitonine à 2% dans 
L'alcool à 8O0. 

- Chauffer au bain-marie, en 6vitan-k l'e'bullition, jusqu'8 réduc- 
- Abandonner 15 minutes k. la tempe'rature du laboratoire. 
- Separer le precipita sur un filtre Durieux Nol 1 1  , bande bleue, 
- Laver le filtre 10 fois B l'eau bouillante, 1 fois 8. l'alcool 

tion du volume de moitié. 

préalablement tare' et place' sur un entonnoir à longue tige fine. 

80°7 1 fois 8. l'acétone, 1 fois 8. l'alcool à W o ,  et enfin une 
fois à l'éther anhydre. 
Faire les filtrations trbd rapidement, en couvrant bien le pre- 
cipite' chaque fois. Le filtrat n'est pas limpide. 

- Aprbs les lavages, détacher le filtre, le mettre dans u n  vase B 
tare, faire sécher 8. 100* ( 3  heures suffisent en général), lais- 
ser refroidir dans un dessicateur, puis peser. 

Le poids obtenu est multiplié par 0 , 2 5  pour l'e'valuation des st6- 
r o l s  0 

Séparation et8dusage des acides gras totaux 

- Ajouter & la solution hydroalcoolique de savons IOcc  d'acide 

- Puis traiter par l'éther dx pétrole distillant en$re 50 et 70°, 
chlorhydrique concentré pour lib6rer les acides gras. 

dans les memes conditions que pour la s6paration des insaponi- 
fiables I 

drique 
- Laver avec de l'eau pour enlever les traces d'acide chlorhy- 

- Distiller 1'6ther de petrole sous vide, h. basse température. 
- Reprendre l'extrait sec obtenu par de 1'6ther de pétrole d,istil- 
lant au-dessous de ' 5 O 0 .  Filtrer sur amiante et sable dans les 
memes conditions que ci-dessus. Toute la suite des op6rations 
est semblable à ce qui a Qt6 fait pour les insaponifiables, 

L'évaluation des acides gras totaux est obtenue par pesee. 
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H %; Pi A K LJ U E S 

- I1 ne doit y avoir de traces d'eau nulle part au cours des 
manipulations. La verrerie doit etre rigoureusement sèche, 

- Au lieu de partir de deux lots distincts de materiel frais, 
l'un pour l e  dosage du phosphore lipidique, l'autre pour celui 
des acides ,gras et des insaponifiables, on peut ne faire qu'une 
fixation et une extraction sur un lot plus important, et par-  
tager ensuite l'extrait alcoolique en deux parties ri;gales., 
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Expos6 et utilisation de la m8thode: 

- Ch. Pontillon - Contribution àlt6tude physiologique des lipides 
du Sterigmatocystis nigra. 
Rev, Ge'n, Bot, - 44,- 1932.- 

- PL lh. Gertrude -. Pietabolisme et. P'lorphogenhse en milieu aquatique I 

Lib .  GBn. Enseignement, Paris - 1937.- 

Pour une analyse plus approfondie de l'insaponifiable des c o r p s  
gras, une &tude recente a paru dans la revue 99016agineux't 

- René Lombard - L'insaponifiable des corps  gras.- 

: 

5 Articles ont paru sous ce titre gen6ral: 

I - Nature, d4finition, methodes dt8tude, 

I 

Oléagineux, N04, '1951 - 2,995-202.- 
(Exposé des techniques1 de chromatographie et de distillation 
moldculaire ) 

II -.. honographie des constituants de l'insaponifiable. 
OlBagineux, N 0 5 ,  1951 - P.268-274.- 

III- Ivie'thodes d'analyse dans le domaine de l'insaponifiable. 
Oleaginew, B07, 1951 - P.395-401 a -  

IV- Obtention e4 applications de l'insaponifiable et de ses 

Ol6agineu.x) 11°107 1951 - Pe587-595@- 

Ole'agineux, i V o l  1 ,  1951 - P.645-650.- 

I 

constituants, 

V - Obtention du/j-carot?me. Industrie des vitamines. 

* 
* *  
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Pour une analyse plus approfondie des acides gras: 

- Pontillon doline, dans son travail, des indications pour la se'pa- 
ration et l'identification des différents acides gras, 

- On peut citer parmi les travaux plus récents, utilisant beau- 
coup des techniques chromatographiques: 

- G.Munez et J.Spiteri - Chromatographie de partage des substances 
liposolubles : 
I - Séparation des acides gras supérieurs, 
Bull ,  Soc. Chim. Bio, XXXV - 1V08 -- 
P.851-8 - 1953 9 

- G.N. Catravas - La Chromatographie et ses applications pour la 
séparation des acides gras. 
Oleagineux, 1954, 1lo1 (Fasc.81 ) ;  P,21-27,- 

* 
X - X  

I 

Pour des. renseignements , sur  les caractéristiques des diffkrentes 
huiles d'origine vggétale: 

- H. Mensier. - Lexique des huiles vég6tales.- 
I.R.H.O. - Série scientifique 11°2 - 1946,- 
soc ' d'éd. techniques coloniales,- 


