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Etude de la composition des
triglycerides plasmatiques par
chromatographie en phase
supercritique (SFC)

Luc Graber** et Claude Rohrbasser*

Abstract. The triglycerides were extracted from the human plasma and the composition was

determined using SFC method.

No noticeable difference was observed in the repartition among normal and high triglyce-
rides levels subjects. There is no evident correlation between the triglycerides composition

and a particular pathology.

1. Introduction

Jusqu’a aujourd’hui, les informations
concernant la composition des triglycérides
sanguins faisatent complétement défaut. La
méthode que nous nous proposons d’utiliser
permettra d'élucider partiellement le mé-
lange de triglycérides, de fournir un apergu
de la répartition de ces derniers et éven-
tuellement de tirer des conclusions se rap-
portant & la pathologie associée.

D’un point de vue clinique, 1'intérét se
porte premi¢rement sur la connaissance de
larépartition des triglycérides et non surleur
quantification, des tests enzymatiques as-
surant trés bien cette tache.

2. Matériels

2.1. Produits

Les triglycérides utilisés pour 1’élaboration des
soln. standards ont été obtenus auprés de la société
Sigma Chemicat Co., St-Louis. Les solvants utilisés
sont tous de type HPLC, ils ont été commandés auprés
de Riedel De-Haen AG. 11s ont ét€ conservés sur tamis
moléculaire 4 A.

2.2. Appareillages

La séparation des triglycérides par SFC a é1é réali-
sée A 'aide du systeme Carlo-Erba SFC3000 avec in-
jecteur manuel, la colonne chromatographique est de
type capillaire (50 um/0.2 pm) d'une longueur de 10 m
comportant une phase stationnaire DB-5 (phényle/
méthyle) Durabound chimiquement liée fournie par
J&W Scientific Ca.

L'acquisition et le truitement des données ont été
effectuées sur IBM PC-XT 286 i I'aide des logiciels
Maxima 3.3 et Lotus 1-2-3 2.0.

L'extraction des triglycérides du sérum a été ren-
due possible par I'utilisation d’un appareil Vac-Efut et
de colonnes d’extraction solide-liquide Bond-Elut uti-
lisant un adsorbant de silice greffée portant des groupe-
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Fig. 2. Programme de température, pression, densité utilisé pour la séparation chromatographique. Le paramétre
est calculé a partir des variables choisies température, densité

d’hypertriglycéridémies plus ou moins prononcées (de
5270 mm/l), d’hypercholestérolémie (de 3.3 4 7.8 mm/
1),d’hyperglycémie (de 10.5 & 20.6 mwm/l) et quelques
cas de dysfonctionnement du foie présentant un taux
élevé de gamma-GT (de 3252 1709 U.L). Les doses de
sérums destinés 4 1'analyse ont été stockées dans des
tubes en verre de 15 ml centrifugeables et hermétique-
ment clos, puis congelés jusqu’i leur utilisation.

3. Méthodes

3.1. Extraction

Pour un volume de sérum contenant environ 1 mg
de triglycérides totaux (TG), déterminé par test enzy-
matique, nous ajoutons 1.5 fois ce volume de CHCl1; et
de MeOH, puis 0.1 ml d’une soln. | g/l de nonanoine
(C9) dans CHCL; utilisé comme standard interne et des-
tiné A évaluer le rendement de 'extraction. Aprés 15
min de centrifugation, la phase inféricure est récupérée
et passée sur la premiére colonne d’extraction (500 mg)
préalablement conditionnée par 4 ml de hexane. Nous
procédons au lavage de la colonne par 2 ml de hexane
puis & 'élution de I’échantillon par 4 ml d’un mélange
2:1 (v/v) de CHCI, et de i-PrOH. La présence d’eau
dans la phase org. peut entrainer la non rétention des
lipides neutres. En général, une partie de ces lipides
(esters de cholestéryle et triglycérides) est éluée durant
le lavage, le reste (cholestérol, mono-, di-, triglycéride)
est entrainé par le solvant d’élution. Aprés évaporation
sous N, et & temp. amb., I’échantillon est reconstitué
dans un volume minimum de hexane. Il est ensuite
passé sur la seconde colonne (100 mg) préconditionnée
par | mlde hexane, celle-ci estensuite lavée par 1 mide
hexane. Nous fixons sous cette seconde colonne, une
troisieéme préconditionnée par 1 ml de hexane, et pro-
cédons & I’élutiondes TG par2 puis 6mld’une soln. | %
(v/v) Et,0, 10% (v/v) CH,C1, dans I’hexane. Cette
élution fractionnée permet I’élimination dans la pre-
miére fraction des esters de cholestéryles résiduels. On
notera, cependant, la coélution d’une trés faible partdes
TG. La seconde fruction est évaporée & sec sous N, et 4
basse temp., puis reconstituée dans un volume mini-

mum de CHCL; (200 pl) afin de procéder & ’injection
de I’échantillon (fig. 7).

Chaque étape de I’extraction peut étre contrélée
par TLC. Solvant: AcOH/Et,O/hexane (1:30:70 v/v/v)
révélateur: spray 3.5% acide phosphomolybdique; pla-
ques: 10/10 cm silica gel G W 254.

3.2. Chromatographie
Nous avons utilisé les conditions d’analyse suivan-
tes (fig. 2), un gradientde densité linéaire de pente 0.004
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g/lmin compris entre 250 g/l et 600 g/l débutant 5 min
apreés le début du cycle d’analyse auquel nous avons
surimposé un gradient linéaire de temp. de pente 0.2°/
min débutant 40 min aprés le début de I'analyse et
faisant passer latemp. de 002 110°. Ces conditions ont
&ité déterminées empiriquement en utilisant les produits
standards. Le gradient de temp. a été rendu nécessaire
pour I’obtention d’une bonne résolution (>1) des trigly-
cérides de poids moléculaire important (>600).

4, Resultats

4.1. Chromatographie

Comme on peut le constater ci-dessous
(fig. 3) la séparation d’un mélange synthéti-
que de triglycérides provenant de standards
purs contenant les composés comportant
troisesters saturés identiques de latricaproine
(C6 pM 386.53) a la tristéarine (C18 pM
891.51) ainsi que les composés comportant
un mélange d’esters, de masse molaire in-
termédiaire, soient: le 1,2-dilauroyl-3-my-
ristoyl-rac-glycérol (C12:0, Ci2:0, C14:0)
pM 667.1,_le 1,2-dimyristoyl-3-1-auroyl-
rac-glycérol (C12:0, Cl14:0, C14:0) pM
695.1, le 1,2-dimyristoyl-3-palmitoyl-rac-
glycérol (C14:0,C14:0,C16:0) pM 751.2,1e
1,2-dilauroyl-3-myristoyl-rac-glycérol
(C16:0, C16:0, C14:0) pM 779.3, le 1,2-
distearoyl-3-myristoyl-rac-glycérol (C18:0,
C18:0, C14:0) pM 835.4, le 1,2-distearoyl-
3-palmitoyl-rac-glycérol (C18:0, C18:0,
C16:0) pM 863 .4, a été réalisée avec, pour
chaque pic, unerésolution supérieure d 1. On
notera que I’ordre d’élution des divers pro-
duits correspond a l’ordre ascendant des
masses molaires des différents triglycérides.

4.2, Sérum

Unedistribution moyenne des triglycéri-
des a été établie a I’aide d’un pool de sérums
issus de personnes normales (figs. 4 et 5).
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Fig. 3. Mélange de wriglycérides purs de C6 a C18
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Fig. 4. Pool de sérums issus de patients ne présentant pas d’ hyperlipémie, composition moyenne
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Fig. 5. Chromatogramme du pool de référence
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Fig. 6. Répartition des différens triglycérides dans des sérums hyperlipémiques
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Comme on le constate ci-dessous, cette dis-
tribution moyenne se rapproche fortement
des différents cas observés.

L’examen des chromatogrammes obte-
nus a partir de cas d’hypertriglycéridémies a
montré la similitude de la composition et de
larépartition relative des différents triglycé-
rides présents dans le sérum pour tous les cas
analysés (figs. 6 et 7). On notera ia prépon-
dérance des composés (C18:0, C18:0,
C16:0), 45 a2 55% du total, (C18:0, C18:0,
C14:0) 20 4 27%, et de la tristéarine de 12 &
18% du mélange. On voit que ces trois
produits forment a eux seuls de 78 & prati-
quement 100% de la quantité de triglycéri-
des présents dans le sérum. Il faut, de plus,
remarquer qu’il existe une corrélation direc-
te entre le pourcentage total de ces trois
composés principaux et le taux de ’hypertri-
glycéridémie et/ou cholestérolémie.

Quelques cas de dysfonction dufoie (figs.
8 et 9) ont montrés le méme type de profil
triglycéridémique alors que les patients en
question ne présentaient pas d ’hyperlipémie
mais un taux de gamma-GT supérieur a la
norme.

Lescas d’hyperglicémie examinés n’ont
pas permis de tirer une conclusion claire, vu
le petit nombre de sérums particuliers analy-
sés. On observe cependant une composition
similaire du mélange de triglycérides, bien
que les rapports des différents produits pré-
sentent une distribution qui n’est pas fixe.

5. Commentaires

5.1. Extraction

Cette méthode trés délicate 2 mettre en
ceuvre est fiable du point de vue de 1a com-
position des triglycérides. C’est a dire que
les quantités relatives des produits sont con-
servées au cours du procédé d’extraction.
On n’observe aucune extraction sélective de
I’un ou I’autre des triglycérides soit dans les
échantillons de sérum soitdans les mélanges
synthétiques réalisés a 1’aide des standards
purs.

Cependant, d’un point de vue quantita-
tif, la récupération des produits extraits reste
peu reproductible, I’exécution de 1'extrac-
tion nécessitant un matériel bien adapté,
ainsiqu’un savoir-faire trés important. Cette
méthode d’extraction nécessite une trés
grande précision dans le dosage des mélan-
gesde solvants destinés aux différentes étapes
d’extraction. Une faible variation de la pola-
rité€ du milieu entraine certainement I’échec
de1’opération. De méme, si les évaporations
n'ont pas €té réalis€es complétement, en
particulier, 8’1l reste des traces d’eau lors du
prétraitement de 1’échantillon, on peut &tre
assuré que larétention des lipides n’aura pas
lieu.

Le temps nécessaire al’accomplissement
de 1’extraction dépend directement de
I’équipement utilisé pour P’évaporation des
solvants. Ladurée de I’extraction peut varier
de une a trois h jusqu’a ’obtention de
I’échantillon final injectable
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La méthode de base a été développée a
partir de mélanges de standards purs. Puis sa
compatibilité avec des échantillons de tissus
de mammifgres a été testée sur de I’adipose
bovine riche en triglycérides.

On peut supposer que la répartition des
classesde lipides présents dans1’échantillon,
en particulier la quantité de cholestérol, peut
jouer un rdle non négligeable quant a la
rétention des tryglicérides, surtout sil’on est
proche de la limite de charge des colonnes
d’extraction.

6. Conclusion

Si la séparation des différents triglycéri-
des peut étre considérée comme bonne, en
revanche aucune information nous permet-
tant de distinguer si ’excés de triglycérides
estdii & une source endogeéne ou exogénen’a
pu étre mis en évidence. Il n’est pas non plus
possible a la vue des résultats de relier la
composition des triglycérides & une patho-
logie particuliére.

Regu le 28 juin 1991
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Fig. 7. Chromatogramme d’ un sérum de patient fortement hyperlipémique, plus de 50 mu/l
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